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1. EINLEITUNG 
 
1.1  Grundlagen der Transkription und Genregulation 
 
1.1.1  Einführung 
 
Höhere und niedere Lebewesen bestehen aus einer Vielzahl verschiedenster Zellen mit 
unterschiedlichen Aufgaben. Für die Ausprägung des Phänotyps und der jeweiligen Funktion 
einer Zelle ist ein spezifisches und genau koordiniertes Programm von Genaktivitäten 
notwendig, die Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose (Programmierter Zelltod) 
steuern. Somit stellt die Regulierbarkeit von Genen eine wichtige Voraussetzung für die 
Existenz aller Lebewesen dar. Auch die Fähigkeit von Organismen, auf wechselnde 
Umwelteinflüsse adäquat reagieren zu können, ist von einer regulierbaren Genexpression 
abhängig. Insbesondere die Entwicklung eines vielzelligen Organismus aus einer 
befruchteten Eizelle führt eindrucksvoll die Notwendigkeit einer genauesten Koordination 
der Genexpression vor Augen. Auf der einen Seite muss die Mehrzahl aller Gene konstitutiv 
inaktiv gehalten werden, auf der anderen Seite müssen einige Gene zu einem bestimmten 
Zeitpunkt zellulärer und ontogenetischer Differenzierung signalabhängig induziert werden. 
Solche Gene werden dann entweder bald wieder inaktiviert oder bleiben weiterhin 
konstitutiv aktiv. Andere Gene werden in einem alternierenden Wechsel an- und 
abgeschaltet, wie eine Vielzahl von Faktoren, die für die Zellzyklusregulation zuständig sind. 
Da alle Zellen eines vielzelligen Organismus aus einer einzigen Zelle hervorgehen, enthalten 
sie identisches Genmaterial. Unterschiede in Struktur und Funktion einer Zelle werden somit 
einzig durch das unterschiedliche Gen-Expressionsmuster bestimmt. Im Prinzip kann die 
Genexpression durch: -     Aktivierung der Genstruktur 
- Initiation und Hemmung der Transkription 
- Prozessierung des Transkriptes (z.B. Splicing) 
- Transport ins Cytoplasma 
- Abbau der RNA 
- Translation der mRNA moduliert werden. 
Eine Fehlregulation dieser Prozesse kann zur Ausbildung von Krankheiten führen. Dies wird 
unter anderem deutlich an verschiedenen Fehl- und Missbildungssyndromen, sowie an der 
Entstehung verschiedenster bösartiger Krebserkrankungen. Es ist daher nicht erstaunlich, 
dass die Transkription von Genen ein genau aufeinander abgestimmter und gut kontrollierter 
Prozess ist. Detaillierte Kenntnisse über die Regulation von Genen führen somit nicht nur zu 
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einem fundamentalen Verständnis der belebten Natur, sondern sie können auch der Medizin 
einen Einblick in die Entstehung verschiedener Erkrankungen ermöglichen und in naher 
Zukunft neue Wege in der Therapie eröffnen. 
 
1.1.2  Allgemeine Transkriptionsfaktoren (ATFs) 
 
Im eukaryontischen System wird die Gesamtheit der für Proteine kodierenden Gene von der 
RNA-Polymerase II (RNA-Pol-II) transkribiert. Dieses Enzym katalysiert die mRNA-
Synthese. Als Voraussetzung hierfür muss der Bereich des Transkriptionsstarts innerhalb von 
Promotoren erkannt und von der Polymerase besetzt werden. Die entsprechende Region wird 
auch als Core-Promotor bezeichnet. Dem isolierten RNA-Polymerase-II-Enzym fehlt die 
entsprechende Aktivität zur spezifischen Erkennung des Core-Promotors. Assoziierte 
Faktoren gewährleisten die korrekte Promotorerkennung und Initiation der 
Gentranskription (Roeder, 1996). Die Erkennung eines Core-Promotors und die initiale 
Interaktion der RNA-Pol-II mit dem entsprechenden DNA-Abschnitt wird durch die 
sogenannten Allgemeinen Transkriptionsfaktoren (ATFs) vermittelt. 
Schrittweise wird am Core-Promotor ein Initiationskomplex aufgebaut, das sogenannte 
RNA-Pol II-Holoenzym (Buratowski 1994; Roeder 1996). In einem ersten Schritt bindet der 
Faktor TFIID an die TATA-Box, ein DNA-Element innerhalb des Core-Promotors, welches 
ca. 30bp oberhalb des Transkriptionsstarts lokalisiert ist. TFIID setzt sich aus dem TATA-
Box bindenden Protein (TBP) und einer grossen Anzahl von TBP assoziierten Faktoren 
(TAFs) zusammen. Durch Bindung an die TATA-Box vermittelt TBP die initiale Erkennung 
und Interaktion mit der Ziel-DNA; die TAFs interagieren mit benachbarten DNA-
Abschnitten. Die Erkennung und Besetzung der TATA-Box stellt somit den ersten Schritt im 
Aufbau eines sogenannten basalen Transkriptionskomplexes dar. 
Damit ein transkriptionskompetenter Initiationskomplex entstehen kann, binden zum 
Schluss die ATFs TFIIB, TFIIF, TFIIE und TFIIH. TFIIH weist eine intrinsische DNA-
Helikase-Aktivität auf und bewirkt eine ATP-abhängige Dissoziation der DNA-Einzelstränge 
im Promotorbereich. TFIIF hat Kinase-Aktivität und stimuliert durch Phosphorylierung des 
C-Terminus der RNA-Pol-II die Transkriptionsinitiation. 
Die wesentliche Aufgabe von ATFs und Core-Promotor-Elementen besteht in der 
Koordination der Transkriptionsinitiation. Core-Promotoren werden spezifisch erkannt und 
nur an dieser Stelle bildet sich ein transkriptionskompetenter Komplex aus. Durch diese 
Erkennungssystem wird es dem Transkriptionsapparat möglich, Gene im Genomkontext zu 
identifizieren. 
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1.1.3  Spezifische Transkriptionsfaktoren 
 
Zusätzlich zum Core-Promotor-Bereich beinhalten eukaryontische Promotoren 
sequenzspezifische Regulator-Elemente, die die Transkription positiv (Enhancer-Elemente) 
oder negativ (Silencer-Elemente) beeinflussen können, sogenannte Cis-aktivierende-
Elemente. Enhancer/Silencer (=engl. Verstärker/Repressor) liegen meist einige hundert 
Basenpaare oberhalb der Core-Promotor-Region, können jedoch in Einzelfällen auch 
unterhalb des Core-Promotors oder sogar innerhalb des Gens lokalisiert sein. Die 
Steigerung/Erniedrigung der Transkription durch Enhancer/Silencer findet nur dann statt, 
wenn diffusible, induzierbare DNA-bindende Proteine (spezielle Transkriptionsfaktoren) an 
die Enhancer/Silencer binden. Der dabei entstehende Komplex wirkt als zusätzlicher 
Aktivator/Repressor für die RNA-Pol-II. 
Transkriptionsfaktoren (TFs) binden über ihre DNA-Bindungsdomänen sequenzspezifisch in 
regulatorischen Bereichen von Genen und wirken über ihre Transaktivierungsdomäne 
aktivierend oder reprimierend auf deren Expression (Roeder 1996). Die spezifische DNA-
Bindung dieser Faktoren stellt die Voraussetzung für eine direkte Interaktion mit 
Komponenten des basalen Transkriptionskomplexes oder eine funktionelle Einflussnahme 
auf den Ablauf des Genregulationsprozesses dar. Regulatorische Bereiche eines Genes (Core-
Promotor, Enhancer, Silencer) besitzen eine Vielzahl von Bindungsstellen für spezifische 
Transkriptionsfaktoren. Durch diese multiplen Bindungsstellen ist eine fein abgestimmte, 
dem Bedarf angepasste Genexpression durch die Wechselwirkung mehrerer 
Transkriptionsfaktoren möglich (Lefstin and Yamamoto 1998; McKenna and O´Malley 
2002). 
Die Regulation dieser genspezifischen Transkriptionsfaktoren bildet den Endpunkt vieler 
Signaltransduktionswege. So ist neben der sequenzspezifischen Bindung und 
Wechselwirkung von Transkriptionsfaktoren am Promotor, eine Genregulation weiterhin 
noch über die Modulation der Aktivität jedes einzelnen Transkriptionsfaktors möglich. Dies 
geschieht meist durch posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung, 
Acetylierung, Methylierung und Ubiquitinierung (Karin and Hunter 1995; Kouzarides 2000; 
McBride and Silver 2001; Orphanides and Reinberg 2002). Diese Modifikationen regulieren 
die zelluläre Lokalisation, die Halbwertszeit, die Interaktion mit Dimerisierungspartnern und 
Adaptermolekülen, die DNA-Bindung und die Funktion der Transaktivierungsdomäne (TAD) 
(Hill and Treisman 1995; Orphanides and Reinberg 2002). Ihre Funktion erfüllen die 
Transkriptionsfaktoren unter anderem durch Interaktion mit Komponenten der basalen 
Transkriptionsmaschinerie und Modifikation der Chromatinstruktur. So können Vorgänge, 
wie die Rekrutierung des Initiationskomplexes, die Initiation an sich und die Elongation 
beeinflusst werden (Orphanides and Reinberg 2002). Ein Gen wird selten durch einen 
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einzigen Transkriptionsfaktor reguliert. Um die Effekte mehrerer Transkriptionsfaktoren am 
Promotor zu koordinieren, ist eine Kooperation mit sogenannten Adaptorkomplexen 
notwendig (Lemon and Tjian 2000; McKenna and O´Malley 2002). Diese können, ohne 
selbst an DNA zu binden, mit mehreren Faktoren gleichzeitig interagieren und so 
unterschiedliche Signale, die am Promotor eintreffen, zu einem Signal mit definierter 
Wirkstärke zusammenfassen (Goodman and Smolik 2000, Giordano and Avantaggiati 1999, 
Blobel 2000, Giles et al. 1998). 
 
1.1.4  Koregulatoren und Adapterkomplexe 
 
Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass viele spezifische Transkriptionsfaktoren nicht 
direkt miteinander und mit der RNA-Pol-II interagieren. Für das funktionelle 
Zusammenwirken sind deshalb weiterhin sogenannte Koregulatoren und Adaptermoleküle 
notwendig. Diese binden meist nicht selber DNA, können aber durch physikalische 
Interaktion mit mehreren Faktoren der generellen und spezifischen 
Transkriptionsmaschinerie deren Aktivität koordinieren und zu einem einheitlichen 
Transkriptionskomplex zusammenfassen. 
Es werden zwei Gruppen von Koregulatoren Unterschieden. Die erste Gruppe wirkt direkt 
auf die RNA-Pol-II. Sie umfasst unter anderem die TAFs, den Mediator- und USA-Komplex. 
Die zweite Gruppe beeinflusst die Chromatinstruktur. Zu ihr zählen zum Beispiel die stark 
homologen Koaktivatoren CBP und p300 (Goodman and Smolik 2000). Diese Moleküle 
binden nicht DNA, sondern stellen einen physikalischen Kontakt zwischen spezifischen 
Transkriptionsfaktoren und dem RNA-Pol-II-Komplex her. Kotransfektionsexperimente 
belegen, dass CBP prinzipiell in der Lage ist, Transaktivierungspotentiale mehrerer Faktoren 
zu integrieren. Durch diesen Mechanismus können auch synergistische Effekte vermittelt 
werden (Goodman and Smolik 2000, Giordano and Avantaggiati 1999, Blobel 2000, Giles et 
al. 1998, Carey 1998). Weiterhin besitzt CBP Acetylase-Aktivität. An Promotoren acetyliert 
CBP den N-Terminus von Histonen. Das führt zu einer Auflockerung der Chromatin Struktur  
mit Freilegung regulatorischer DNA-Elemente und ist eine Voraussetzung zur 
Transkriptionsinitiation. 
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1.1.5  Chromatin und Genregulation 
 
DNA liegt in der eukaryoten Zelle nicht in nackter Form vor. Sie ist vielmehr an Proteine 
assoziiert und bildet mit ihnen das sogenannte Chromatin. Dies geschieht zum einen aus 
Gründen der Platzersparniss, das ausgestreckte DNA-Molekül würde nicht in den Zellkern  
passen, zum anderen ist das Chromatin ein wichtiges Element der Genregulation. 
Mikroskopisch unterscheidet man das kondensierte Heterochromatin, in dem sich 
überwiegend inaktive Gene befinden, und das weniger kondensierte Euchromatin, hier 
befinden sich aktive Gene, d.h. Gene, die gerade transkribiert werden. Die oberste 
Kondensationsform des Chromatins bildet das mikroskopisch sichtbare Chromosom. Die 
unterste Einheit ist das Nukleosom. Hier ist ein 146bp langer Abschnitt negativ geladener 
DNA etwa zweifach um einen positiv geladenen Protein-Komplex gewunden. Dieser Protein-
Komplex besteht aus den sogenannten Histon-Proteinen H2A, H2B, H3 und H4, die sich im 
Nukleosom zu einem Oktamer zusammenlagern (je 2x H2A und H2B und je 2x H3 und H4). 
Das Histon H1 gehört nicht zum Core-Histon-Oktamer. Es verschliesst gewissermassen das 
Nukleosom und ist wichtig für die Ausbildung der 30nm-Faser aus nukleosomaler DNA 
(Löffler und Petrides 1997; Latchman 1998). 
Die Histon-Proteine werden posttranslational vielfach modifiziert. Man findet 
Ubiquitinierung, Methylierung, Phosphorylierung und Acetylierung N-terminaler 
Aminosäuren. Auch finden sich Bindestellen für andere Proteinfaktoren. Diese 
Modifizierungen führen zu einer Änderung der Chromatin-Struktur im Sinne einer Zunahme 
oder Abnahme des Kondensierungsstatus´ des Chromatins. Das wiederum wirkt sich auf die 
Zugänglichkeit regulatorischer DNA-Elemente für die allgemeine und spezielle 
Transkriptionsmaschinerie aus. Dekondensiertes Chromatin und nukleosomen-befreite 
Promotoren stellen vielfach eine Grundvoraussetzung für Initiierung und Aufrechterhaltung 
der Transkription dar. Aber nicht nur die aktuelle Transkription wird beeinflusst. Durch die 
Modifizierungen bildet sich ein sogenannter Histon-Code aus, der als Chromatin-Gedächtnis 
das Expressionsmuster der Tochterzelle und konsekutive eines Gewebes bestimmt. Hier 
findet man einen Mechanismus der epigenetischen Vererbung, die eine zentrale Rolle in der 
Entwicklungsbiologie und der Tumorigenese spielt (Jenuwein and Allis 2001). 
Acetylierung von Lysin-Resten der Core-Histone ist bislang am intensivsten untersucht 
worden. Acetylierte Histone stellen Interaktionspartner für Bromodomänen-enthaltende 
Faktoren dar und führen so zu einem dekondensierten Chromatinstatus mit verbesserter 
DNA-Zugänglichkeit, Deacetylierung von Histonen lässt das Chromatin wieder 
kondensieren. Man kann also Histon-Acetyltransferasen (HATs) als Ko-Aktivatoren und 
Histon-Deacetylasen als Ko-Repressoren der Transkription bezeichnen (Ogryzko 2001). Gut 
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untersuchte HATs sind z.B. PCAF/GCN5 (Yang et al. 1996), TAFII250 (Mizzen et al. 1996) 
und CBP/p300 (Ogryzko et al. 1996; Bannister et al. 1996). Die Enzyme liegen in der Regel 
gebunden innerhalb grösserer Proteinkomplexe vor. 
Auch die HDACs liegen in Zellen in grösseren Proteinkomplexen vor. Dies konnte zumindest 
für die beiden Klasse I-Mitglieder HDAC-1 und HDAC-2 gezeigt werden. Zwei gut 
charakterisierte HDAC-Komplexe sind der Sin3-Komplex und der Mi-2/NuRD-Komplex 
(Tong et al. 1998; Xue et al. 1998). In beiden Fällen wurden jeweils sowohl HDAC-1 als auch 
HDAC-2 identifiziert und beide Komplexe vermitteln Genrepression. 
Acetylierungs- und Deacetylierungsvorgänge von Chromatin-Komponenten stellen sich als 
antagonistische Mechanismen zur Regulierung eukaryotischer Gene dar. Viele allgemeine 
und auch spezielle Transkriptionsfaktoren sind in der Lage HAT- oder HDAC-Komplexe 
spezifisch an Promotoren zu rekrutieren. So zum Beispiel Mad1, das den Sin3-Komplex an 
Promotoren rekrutieren kann und so erst seine biologische Funktion als Repressor der 
Transkription und als Zell-Zyklus-Inhibitor ausüben kann (Ayer et al. 1995; Sommer et al. 
1997; Laherty et al. 1997). Erst durch diese Bindung an und Rekrutierung von HAT- oder 
HDAC-Komplexen wird die biologische Funktion vieler Transkriptionsfaktoren erklärbar. 
 
1.2  Das Myc/Max/Mad-Netzwerk 
 
1.2.1  Einführung 
 
Die Mitglieder des sogenannten Myc/Max/Mad-Netzwerkes nehmen in der Koordination 
fundamentaler biologischer Prozesse, die zum Teil Zelltyp-unabhängig das unmittelbare 
Schicksal einer Zelle bestimmen, Schlüsselfunktionen ein. Für eine Zelle ergeben sich 
prinzipiell, unabhängig ihres Differenzierungsstatus, die Möglichkeiten 1.) des Wachstums 
bzw. der Zellteilung (Fortschreiten im Zellzyklus), 2.) der Zelldifferenzierung, 3.) eines 
Ruhezustandes (G0-Phase) oder 4.) des programmierten Zelltodes (Apoptose). Auf alle diese 
Prozesse nehmen die Mitglieder des Myc/Max/Mad-Netzwerkes Einfluss. 
Die Mitglieder des Myc/Max/Mad-Netzwerkes sind spezifische Transkriptionsfaktoren. Sie 
enthalten eine charakteristische basic/Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper-Domäne (bHLHZip). 
Die basische Region vermittelt sequenzspezifisch den physikalischen Kontakt zur DNA. Das 
entsprechende DNA-Element weist die Konsensus-Sequenz 5´-CACGTG auf und wird als E-
Box bezeichnet. Das zentrale Protein des Netzwerkes ist Max, das über die HLHZip-Region 
sowohl Homodimere, als auch Heterodimere mit anderen Komponenten des Netzwerkes 
ausbildet. Abhängig vom Interaktionspartner resultieren transkriptionelle Aktivatoren oder 
Repressoren. Aktivatoren entstehen, wenn Max- und Myc-Proteine heterodimerisieren, 
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Repressoren, wenn Max- und Mad-Proteine heterodimerisieren. Myc- und Mad-Proteine 
antagonisieren einander auf molekularer (Konkurrenz um die Max-Bindung und um die 
Bindung an die E-Box) und auf biologischer Ebene (Abb. 1.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2  Das Proto-Onkogen c-myc 
 
Das c-myc-Proto-Onkogen wurde als das zelluläre Homolog des transformierenden 
Onkogens v-myc des Vogel-Leukämie-Virus MC29 identifiziert. In Säugetieren lassen sich 
neben dem c-Myc-Protein zusätzlich die Proteine L-Myc und N-Myc nachweisen. Die drei 
Proteine weisen in ihrer Proteinstruktur starke Homologien auf und ähneln sich auch in ihrer 
genomischen Organisation stark. 
Die Identifizierung des zellulären c-myc zeigte, dass es ein Proto-Onkogen ist. Proto-
Onkogene sind Gene, die, wenn fehlreguliert oder mutiert, zur Entwicklung bösartiger 
Tumorerkrankungen führen können. Tatsächlich konnte eine Fehlregulation von c-Myc in 
einer Vielzahl verschiedener Tumoren nachgewiesen werden. Infolge chromosomaler 
Translokationen (z.B. Burkitt-Lymphom), Genamplifikationen (z.B. Neuroblastom) oder 
retroviralen Insertionen ist die Aktivität von c-Myc konstitutiv erhöht (Henriksson and 
Lüscher, 1996). In der Regel wird c-Myc in wachsenden bzw. proliferierenden Zellen 
nachgewiesen. In zellulären Systemen besteht eine hohe Korrelation zwischen c-myc-
a
Myc Max Mad
Zielgene
Proliferation
Transformation
Apoptose
Differenzierung
Proliferation
Transformation
Apoptose
Differenzierung
Abb. 1.1 Schematische Übersicht über die biologischen Funktionen der Mitglieder des Myc/Max/Mad-
Netzwerkes 
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Expression und Proliferation. Dies spiegelt sich darin wieder, dass die Expression von c-myc 
durch eine Vielzahl mitogener Stimuli induziert wird. In ruhenden Zellen ist eine Expression 
von c-Myc nicht zu detektieren. Nach Serumstimulation wird c-Myc bis zum Eintritt in die 
G1-Phase des Zellzyklus stark induziert und fällt dann in proliferierenden Zellen auf ein 
basales Niveau ab. Im Verlaufe der Differenzierung einzelner Zellen geht die Expression von 
c-Myc stark zurück (Abb. 1.2). 
Eine verstärkte c-Myc-Expression führt aber nicht unter allen Umständen zum Wachstum 
von Zellen. Fehlen sogenannte „Überlebensfaktoren“, so löst die Überexpression von c-myc 
unter anderem auch Apoptose aus. Das Potential von c-Myc, neben Wachstum unter 
bestimmten Umständen auch Apoptose auslösen zu können, lässt sich als zellulärer 
Schutzmechanismus interpretieren, welcher den dominanten Einfluss von Myc-Proteinen auf 
das Zellwachstum begrenzt. Vor dem Hintergrund, dass in einer Vielzahl von Tumoren eine 
fehlregulierte und meist auch verstärkte Myc-Expression beobachtet werden kann, ist ein 
derartiger Mechanismus physiologisch sinnvoll. 
 
 
 
1.2.3  Das Tumorsuppressorgen mad 1 
 
Da Max im Gegensatz zu c-Myc auch während der Differenzierung und in ruhenden Zellen 
exprimiert wird, stellte sich die Frage, ob es weitere mit Max interagierende Proteine gibt. 
Dies führte zur Identifizierung der Mad-Proteinfamilie. Ihr gehören an: Mad1, Mxi (Mad2), 
Mad3 und Mad4. Sie gehören ebenfalls zur Klasse der bHLHZip-Proteine, bilden keine 
Homodimere, heterodimerisieren aber wie c-Myc mit Max. Mad/Max-Heterodimere binden 
sequenzspezifisch an die selben E-Boxen wie Myc/Max-Heterodimere. Neben einer 
bHLHZip-Domäne besitzen alle Mad-Proteine am N-Terminus eine sogenannte SID-Domäne 
(Sin3-Interaktions-Domäne). Über diese Domäne können sie mit dem Sin3-Protein 
interagieren und Histondeacetylasen an die DNA rekrutieren. Über die Rekrutierung von 
a
G0 G1 logarhithmische
Wachstumsphase
Differenzierung
Myc
Max
Mad Abb. 1.2      Die differenzielle Expression 
der Myc/Max/Mad-Proteine. 
Die Expression der einzelnen Mitglieder 
des Myc/Max/Mad-Netzwerkes in 
ruhenden Zellen (G0), der G1-Phase des 
Zellzyklus, der Proliferation und der 
terminalen Differenzierung ist schematisch 
dargestellt 
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Histondeacetylasen können Mad/Max-Heterodimere eine Kondensation der 
Chromatinstruktur bewirken und so die Transkription reprimieren. 
Auf der Suche nach weiteren Max-Interaktionspartnern konnte 1993 das Protein Mad1 (Max-
Dimerizer) identifiziert werden (Ayer et al. 1993). Das humane mad1-Gen liegt auf 
Chromosom 2, das murine mad1-Gen liegt auf Chromosom 6 (Edelhoff et al. 1994). Im 
Gegensatz zu c-Myc wird eine Expression von Mad-Proteinen vornehmlich in  
differenzierenden und schon differenzierten Zellen beobachtet (Abb. 1.2). Den Mad-
Proteinen wird eine zu c-Myc antagonistische Funktion zugeschrieben. Man beobachtet nach 
Induktion der Differenzierung einen „Switch“ von Myc/Max- zu Mad/Max-Heterodimeren 
(Zhou et al. 2001; Xu et al. 2001; Ayer et al. 1993) 
 
1.2.3.1 Die Funktion von Mad1 in der Differenzierung 
 
Nachdem im Abschnitt 1.2 Mad1 in das Netzwerk der bHLHZip-Transkriptionsfaktoren 
eingeordnet und sein Gegenspieler c-Myc in seinen biologischen Funktionen und 
Wirkmechanismen erläutert worden ist, soll hier nun die Rolle von Mad1 in der Regulation 
von Differenzierung und Apoptose näher dargestellt werden. Während die alleinige 
Kotransfektion von Myc und Ras eine Transformation von REFs (Rattenembryofibroblasten) 
bewirkt (Land et al.,1983 ), zeigt eine zusätzliche Transfektion von Mad1 eine signifikante 
Reduktion der Foci (Lahoz et al. 1994, Cerni et al. 1995, Koskinen et al. 1995; Vastrik et al. 
1995). Mad1 kann also Transformation sowie Zellwachstum inhibieren. Außerdem wurde 
gezeigt, daß die mad1-Expression in G0-Zellen den seruminduzierten oder 
wachstumsfaktorinduzierten G1/S-Übertritt inhibiert (Roussel et al., 1996 ). mad1 wird 
dementsprechend in differenzierenden und terminal differenzierten Zellinien exprimiert, 
nicht aber in proliferierenden Zellen (Ayer et al. 1993; Zervos et al. 1993; Larsson et al. 1994). 
Somit spricht auch das Expressionsverhalten von mad1 für eine inhibitorische Funktion im 
Zellwachstum und eine Assoziation mit Differenzierung. Während c-myc als Proto-Onkogen 
bekannt ist, ist der Einfluß von Mad1 in Tumorzellen nicht eindeutig. In zwei Zellinien führte 
zwar die Überexpression von exogenem Mad1 zu einer Verlangsamung des Wachstums und 
Verminderung der Malignität von Tumorzellen in Nacktmäusen (Chen et al.,1995), in einer 
anderen Tumorzellinie konnte aber kein Effekt beobachtet werden (Roy et al.,1995). Über 
Mutationen in mad-Genen in Tumoren ist bislang nichts bekannt. Im hämatopoetischen 
System ist Mad1 essentiell für die Granulopoese. Granulozytäre Vorläuferzellen von mad1-
Knock-out-Mäusen zeigen eine gesteigerte Proliferation und eine Verzögerung der 
terminalen Differenzierung durch Inhibierung des Austritts aus dem Zell-Zyklus. 
Überraschenderweise findet sich aber keine Abnahme der absoluten Zahl terminal 
differenzierter Granulozyten im Knochenmark und im peripheren Blut. Dies lässt sich durch 
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eine funktionelle Redundanz innerhalb der Mad-Familie erklären. So könnten andere Mad-
Proteine die Funktion von Mad1 übernehmen und eine normale Differenzierung in 
Abwesenheit von mad1 sicherstellen (Foley et al. 1998). Konstitutiv mad1-exprimierende T-
Lymphozyten transgener Mäuse sind nach TCR-Simulation (T-Cell-Receptor) in 
Zellexpansion, Reifung und Zellwachstum inhibiert (Iritani et al. 2002). In Keratinozyten 
wird Mad1 durch TGFβ induziert. Dies korreliert mit Inhibition von Apoptose und dem 
Prozess der terminalen Differenzierung (Gandarillas 2000; Werner et al. 2001). Die anderen 
Mitglieder der Mad-Familie: Mxi1 (Mad2), Mad3 und Mad4 heterodimerisieren ebenso mit 
Max, und können über Sin3 Histon-Deacetylasen rekrutieren und so die Transkription 
reprimieren. Mxi 1 (Mad2) wird in terminal differenzierenden Zellen exprimiert und 
antagonisiert c-Myc durch Repression des c-myc-Promotors (Lee and Ziff 1999). Mad3 hat 
ein Zell-Zyklus-abhängiges Expressionsmuster. In proliferierenden Zellen wird Mad3 
während der G1/S-Transition induziert, bleibt in der gesamten S-Phase exprimiert und wird 
nach Eintritt in die G2-Phase/Mitose herunterreguliert. Mad3 und Mad4 inhibieren die c-
Myc-abhängige Transformation von Rattenembryoblasten und werden in differenzierenden 
neuralen und epidermalen Zellen exprimiert (Hurlin et al. 1995). In einem Modell der 
adipozytären Differenzierung von 3T3-L1-Zellen findet sich ein vergleichbares 
Expressionsmuster für mad3 und mad4. Während der späten Phase der Differenzierung wird 
mad4 zusammen mit mad1 induziert, wenn Zellen aus dem Zell-Zyklus austreten. Eine 
mad3-Expression dagegen findet sich, teilweise überlappend mit einer c-myc-Expression, 
während der S-Phase und während des Proliferationsschubes differenzierender Prä-
Adipozyten (Pulverer et al. 2000). 
 
1.2.3.2 Die Funktion von Mad1 in der Regulation der Apoptose 
 
Zunächst soll ein kurzer Überblick über die Bedeutung und den generellen 
Signaltransduktionsweg der Apoptose gegeben werden, soweit es für das Verständnis der 
Rolle von Mad1 nötig ist. In Metazoen bedeutet die Anhäufung von Fehlern z.B. in der DNA-
Sequenz möglicherweise eine Störung der Regulation zentraler Vorgänge, so daß ein 
programmierter Tod auf Einzelzell-Ebene im Interesse des gesamten Organismus ist. Der 
programmierte Zelltod oder Apoptose ist ein entscheidender Prozeß in der Entwicklung des 
Immunsystems oder in der Abwehr von Virus- und Tumorerkrankungen. Bei apoptotischen 
Fehlfunktionen kann es zur Entstehung von Tumoren und Autoimmunerkrankungen 
kommen, wenn der Zellzyklus trotz DNA-Schäden o.ä. fortgesetzt wird oder wenn 
autoreaktive T-Zellen nicht eliminiert werden. Im nekrotischen Gewebe kommt es zum 
Anschwellen und nicht-organisierten Zerfall der Zelle mit Ausstoß entzündungsfördernder 
Mediatoren. In der Apoptose ist der Einzeltod einer Zelle ein stadienhaft ablaufender 
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Prozess. Es kommt zunächst zu einem Abrunden, dann zum „membrane blebbing“. In der 
Zelle führt die Aktivierung einer Kaskade von Caspasen und anderer Mediatoren (AIF, Apaf-
1, Cytochrom c, Pro-Caspasen) aus den Mitochondrien zur Chromatinkondensation und 
Degradation, die als „DNA-laddering“ (DNA-Leiter) sichtbar wird. Die Zelle löst sich 
schließlich in einzelne apoptotische „Körperchen" (apoptotic bodies) auf, die von 
umliegenden Zellen phagozytiert werden. Unter den Induktoren der Apoptose befinden sich 
Zytokine, die zur Familie der TNF-Liganden gehören. Die zugehörigen Rezeptoren sind CD95 
(Fas/Apo1), TNFR1, DR3 und DR5 (TRAIL-R). Die Bindung des Liganden führt zur 
Trimerisierung des Rezeptors, die dann eine Kaskade von Caspasen aktiviert. Apoptose kann 
auch durch UV-induzierte DNA-Schädigung, p53-Induktion, Hypoxie oder adenovirale 
Proteine, wie z.B. E1A, induziert beziehungsweise potenziert werden. Auch das Proto-
Onkogen c-myc hat proapoptotische Aktivität in unter Serummangel kultivierten Zellen. Die 
Funktion von Mad1 in der Regulation der Apoptose scheint konträr zu der von c-Myc zu sein. 
Mad1 reduziert Apoptose infolge Serummangel oder Behandlung mit dem 
Chemotherapeutikum Cisplatin. Dieser Effekt ist abhängig von einer intakten Sin3-
Interaktions-Domäne (Bejarano et al. 2000). In U2OS-Zellen, die Tetrazyklin-induzierbar 
mad1 exprimieren, inhibiert Mad1 die Fas-, TRAIL- und UV-induzierte Apoptose. Dabei 
wurde eine reduzierte Caspase-8-Aktivität beobachtet. Weiterhin reduziert die 
Mikroinjektion mad1-exprimierender Plasmide in Fibroblasten die Apoptose durch die 
Onkoproteine c-Myc und E1A (Gehring et al. 2000). Demgegenüber weisen aber 
Granulozyten-Vorläufer–Zellen aus Mad-/- -Mäusen eine um 30-50% gesteigerte Sensitivität 
gegenüber verschiedenen Apoptose-Induktoren auf (Foley et al., 1998). 
 
1.2.3.3 Mad1-Zielgene 
 
Um die biologischen Funktionen von Transkriptionsfaktoren besser verstehen zu können, ist 
es entscheidend, die Zielgene dieser Trankriptionsfaktoren zu kennen. Im Gegensatz zu c-
Myc, für das schon viele Zielgene charakterisiert worden sind (z.B. p53, Cyclin D2, hTERT, 
p21 und p27), sind innerhalb der Mad-Familie für Mad1 lediglich zwei Zielgene sicher 
identifiziert. Obwohl die DNA-Bindungseigenschaften der Mad/Max-Heterodimere denen 
der Myc/Max-Heterodimere in vitro ähneln (James et al. 2002; Sommer et al. 1998 ), ist 
noch unklar, inwieweit dies in vivo zutrifft, ob also alle E-Boxen von Myc-Zielgen-
Promotoren auch von Mad-Proteinen besetzt werden können. Eines der beiden gut 
charakterisierten Mad1-Zielgene ist hTERT (human telomerase reverse transcriptase). 
hTERT codiert für die katalytische Untereinheit der humanen Telomerase, die für die 
Replikation der Chromosomenenden verantwortlich ist. In Hinsicht auf Immortalisierung, 
Tumorigenese und Seneszenz ist die korrekte Regulation des hTERT-Gens essentiell. Dies 
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zeigt sich auch darin, daß die Telomerase in vielen humanen Tumoren hochreguliert ist, 
während ihre Expression in differenzierten Geweben gar nicht nachzuweisen ist. hTERT ist 
zudem auch als c-Myc-Zielgen beschrieben worden (Wang et al. 1998, Wu et al. 1999, 
Greenberg et al. 1999, Kyo et al. 2000). Daher wurde auch Mad1 als Regulator von hTERT 
postuliert und in einem genetischen Screen als hTERT Repressor nachgewiesen (Oh et al. 
2000). Weitere Reportergen-Assays bestätigten dies (Gunes et al.,2000) sowie die 
Abhängigkeit der Transkriptions-Repression von einer Histon-Deacetylase (Cong et al. 
2000). Aber obwohl c-Myc und Mad1 in vitro an die E-Box des hTERT-Promoters binden 
können (Wu et al., 1999, Oh et al.,2000), ist nicht klar, ob dies auch in vivo durch endogenes 
Myc und Mad geschieht und von Relevanz für die Transformation von Zellen ist. Neben 
hTERT ist auch Cyclin D2 als Mad1-Zielgen in vitro im Reportergen-Assay (Bouchard et al. 
1999) und in vivo im ChIP-Assay bestätigt worden (Bouchard et al. 2001). Cyclin D2 als 
Zielgen ist besonders interessant, da es eine Verbindung zwischen Zellzyklus-regulierenden 
Cyclinen und der biologischen Funktion der Myc/Max/Mad-Proteinen herstellt. D.h. c-Myc 
und Mad1 regulieren durch direkte Aktivierung oder Inhibierung von Cyclin D2 den G1-S-
Kontrollpunkt des Zellzyklus. Zusätzlich zu hTERT und Cyclin D2 sind viele Zielgene für c-
Myc beschrieben, die möglicherweise auch von Mad1 reguliert werden. Es ist attraktiv von c-
Myc-Zielgenen auf eine Regulation durch Mad-Proteine rückzuschliessen. Aber nur für 
wenige Gene ist dieser Rückschluss möglich, z.B. für TNFAIP3 und EIF2B1 (O'Hagan et al. 
2000), hTERT und Cyclin D2. Ausserdem bleibt noch ungeklärt, ob in vitro-Erkenntnisse 
ohne weiteres auf die in vivo-Situation übertragen werden können. Für die Mxi1 (Mad2), 
Mad3 und Mad4 sind bislang noch keine Zielgene beschrieben worden. Neueste 
Untersuchungen in Drosophila weisen aber auf einen gemeinsamen Pool von Zielgenen des 
Myc/Max/Mad-Netzwerkes hin (Orian et al. 2003). Weil Myc/Max/Mad-Proteine und deren 
biologische Funktionen hoch konserviert sind, kann man durchaus Erkenntnisse aus 
Drosophila-Experimenten auf Vertebraten und Säugetiere übertragen. Direkte Rückschlüsse 
von c-Myc-Zielgenen auf eine gleichzeitige Regulation, eventuell auf eine antagonistische 
Regulation, durch Mad-Proteine bleibt dennoch nur eingeschränkt möglich. Jedes Gen muss 
auf diese Fragestellung hin gezielt untersucht werden. 
 
1.2.4 Mechanismen der Genregulation durch  
das Myc/Max/Mad-Netzwerkes 
 
Dem dargestellten funktionellen Antagonismus zwischen c-Myc und Mad1 entspricht ein 
Antagonismus auf molekularer Ebene. Wie bereits beschrieben können sich Myc/Max-
Komplexe als Aktivatoren und Mad/Max-Komplexe als Repressoren der Transkription 
ausbilden. In transienten Transfektionsexperimenten zeigte sich aber ein geringer 
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Aktivierungs- bzw. Repressionsgrad dieser Komplexe. Es wurde deshalb postuliert, dass diese 
Komplexe vielmehr über eine Modulation der Chromatinstruktur den Transkriptionsprozess 
beeinflussen. Zahlreiche experimentelle Befunde unterstützen diese Vermutung. So konnte 
für Mad1 gezeigt werden, dass es in vivo direkt mit dem Sin3-Protein interagiert. Diese 
Interaktion führt im Zellkern zur Ausbildung von Histondeacetylase-Komplexen (HDAC-
Komplexe). Die enzymatische Aktivität dieser Komplexe ist entscheidend für die durch Mad1 
hervorgerufenen biologischen Effekte. Aktivierte HDAC-Komplexe führen über eine 
Kondensation des Chromatins zu einer Repression der Transkription (Schreiber-Agus and 
DePinho 1998; Brubaker et al. 2000). 
Mad1 ist nur eins von vielen HDAC-rekrutierenden Proteinen. Aber trotz der Tatsache, daß 
HDACs entscheidend für die Mad-vermittelte transkriptionelle Repression sind, konnten 
HDAC-Mutationen nicht mit humanen Tumoren in Zusammenhang gebracht werden. Man 
muß aber darauf hinweisen, daß bisher die Bedeutung der HDACs für die biologische 
Funktion von Mad-Proteinen nur in transienten Assays untersucht wurde. Für Mad1 ist 
bisher noch keine endogene Kooperativität mit HDAC bestätigt worden. Man kann daher 
nicht direkt für jedes Mad1-Zielgen eine HDAC-vermittelte Repression annehmen. Hier wird 
auch das Modell vorgeschlagen, daß HDAC-Komplexe einerseits spezifisch an die DNA 
rekrutiert werden, zum anderen aber durch RbAp46/48 eine intrinsische Fähigkeit zur 
Histonbindung haben und dadurch zur globalen Chromatin-Deacetylierung beitragen 
können. 
Die enzymatische Aktivität dieser Komplexe ist entscheidend für durch Mad1 hervorgerufene 
biologische Effekte, wie beispielsweise die Blockierung des Zellzyklus am G1/S-Übergang 
oder das inhibitorische Potential von Mad1 in Transformations-Experimenten. Werden 
Zellen mit dem Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) behandelt, so verliert Mad1 seine 
repressorische Aktivität und damit das Potential, die beschriebenen biologischen Prozesse zu 
beeinflussen (Laherty et al. 1997; Sommer et al. 1997; Gehring et al. 2000).  
Für c-Myc konnte eine physikalische Interaktion mit dem Protein TRRAP (Transformation / 
Transcription domain-associated protein) beschrieben werden (McMahon et al. 1998). 
TRRAP ist ein ca. 400 kD grosses Protein. In vielen der bislang identifizierten HAT-
Komplexe (z.B. SAGA, NuA4, PCAF/GCN5, TFTC,) konnte TRRAP als integrierter 
Bestandteil nachgewiesen werden (Brand et al. 1999; Roth et al. 2001). Durch 
Immunpräzipitations-Experimente konnte gezeigt werden, dass TRRAP mit der HAT GCN5 
sowie mit c-Myc und Max in einem Proteinkomplex vorliegt (McMahon et al. 2000). 
Außerdem kann nach spezifischer c-Myc- oder Max-IP endogene Histonacetyltransferase-
Aktivität nachgewiesen werden. In Analogie zur Situation bei Mad1 sind eine Reihe der durch 
c-Myc hervorgerufenen biologischen Effekte direkt von der Interaktion mit TRRAP und der 
korekrutierten HAT-Aktivität abhängig. Weitere funktionelle Myc-Bindungspartner mit 
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HAT-Aktivität sind CBP/p300. Man findet sie assoziiert an E-Box enthaltende Promotoren 
und sie wirken in Reportergen-Assays als positive Kofaktoren von c-Myc. In Zellen findet 
man eine von TRAPP unabhängige Acetylierung von c-Myc. Stattdessen wird c-Myc durch 
CBP in vitro acetyliert und eine Ko-Expression von CBP und c-Myc resultiert in vivo in einer 
Zunahme des Acetylierungsstatus der Zelle (Vervoorts et al. 2003). 
  
 
 
 
Aus den oben beschriebenen Daten resultiert ein Modell (Abb. 1.3), wonach über die 
spezifischen DNA-Bindungseigenschaften von Myc/Max- bzw. Mad/Max-Komplexen HAT- 
bzw. HDAC-Aktivitäten an Zielpromotoren rekrutiert werden können, um auf diese Weise 
aktivierend oder inhibierend auf Gentranskription einzuwirken. 
Dieses Modell zweier Faktoren, die in antagonistischer Weise Transkription identischer 
Zielgene über E-Boxen regulieren, hat nur für einen Teil der untersuchten 
Regulationsprozesse Gültigkeit. Eine kategorische Trennung von aktivierenden Myc-
Komponenten und reprimierenden Mad-Mitgliedern des Netzwerkes kann nicht streng 
aufrecht erhalten werden. So wurde erst kürzlich c-Myc als Repressor der Mad4-
Expression (Kime and Wright 2002) beschrieben. Miz-1 ist ein weiterer Myc-assoziierter 
Transkriptionsfaktor, der Zellen in der G1-Phase arretiert und CyklinD-abhängige Kinase-
Aktivität inhibiert. Miz-1 reguliert die Expression des cyclin-dependent kinase (CDK)-
Inhibitors p15INK4b durch Bindung an Initiator-Elemente in dessen Promotor hoch. Myc 
und Max komplexieren mit Miz-1 am Promotor und inhibieren so die transkriptionelle 
Aktivierung von p15INK4b durch Miz-1 (Staller et al. 2001). Innerhalb der letzten Jahre 
wurde das Netzwerk durch die Identifizierung weiterer E-Box-bindender Faktoren erweitert. 
Die Komplexität der Genregulation durch das Myc/Max/Mad-Netzwerk nimmt dadurch 
weiter zu. Es wurden Mnt und Mga beschrieben, zwei Repressoren, die mit Max interagieren 
können (Hurlin et al. 1997; Hurlin et al. 1999). Weiterhin ist das Protein Mlx identifiziert 
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Abb. 1.3 Modell zur transkriptionellen 
Regulation durch das Myc/Max/Mad-Netzwerk. 
Das Mad/Max-Heterodimer kann über den Sin3-
Komplex (Repressorkomplex) Histon-
Deacetylasen rekrutieren. Die Deacetylierung der 
Lysinreste an den N-Termini der Histone korreliert 
mit einer kompakteren Anordnung des 
Chromatins, so dass der Promotor weniger 
zugänglich für den basalen Transkriptionsapparat 
ist. Dies führt zu einer Repression der 
Transkription. 
HAT = Histon-Acetylase; HDAC = Histon-
Deacetylase 
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worden. Es ist strukturell und funktionell mit Max verwandt, heterodimerisiert nur mit 
bestimmten Repressoren der Mad-Familie und nicht mit Myc-Proteinen (Billin et al. 1999; 
Meroni et al. 2000). Mondo A und WBSCR14 sind die vorerst neuesten Mitglieder des 
Netzwerkes (Billin et al. 1999; Cairo et al.2001). Sie bilden mit Mlx Heterodimere. Für 
Mondo A ist eine Funktion als Aktivator beschrieben worden. Das regulatorische Potential 
und die physiologische Funktion des Faktors WBSCR14 sind bislang unbekannt. 
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1.3  Grundlagen der Hämatopoese 
 
Im Rahmen der Hämatopoese entstehen Zellen, die für einen vielzelligen Organismus, wie 
den des Menschen, essentielle Aufgaben wahrnehmen. Erythrozyten transportieren in den 
Blutgefässen Sauerstoff von der Lunge zu den einzelnen Geweben, Thrombozyten sind 
wesentlich an der Blutgerinnung beteiligt und halten so die Integrität des Gefässystems 
aufrecht. Die Zellgruppe der Leukozyten teilt sich weiter auf in die Gruppen der 
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten, welche im Dienste der Infekt- und 
Fremdkörperabwehr stehen. Hauptwirkorte dieser Zellen sind das Blutgefässystem, das 
Hautorgan, das lymphatische System (Lymphknoten, Milz), der Gastrointestinaltrakt, das 
Atemorgan sowie das Stroma aller anderen Gewebe. 
Alle Zellen der Hämatopoese leiten sich von einer omnipotenten hämatopoetischen 
Stammzelle ab. Diese besitzt eine begrenzte Fähigkeit zur Selbst-Reduplikation. Gleichzeitig 
besitzt sie die Eigenschaft der Differenzierungsfähigkeit. Über Ebenen der pluripotenten 
Stammzellen und linienspezifischen Progenitoren erfolgt schliesslich die Ausdifferenzierung 
in die verschiedenen reifen Zellen des peripheren Blutes. 
Im menschlichen Organismus unterscheidet man zwei Phasen der Blutbildung. Zum einen 
die pränatale und zum anderen die postnatale Blutbildung. Pränatal durchläuft die 
Blutbildung 3 verschiedene Perioden, die überlappend ineinander übergehen. Zu 
unterscheiden sind: 
 
1) die megaloblastische Periode, 
Blutbildung im Dottersack vom 1. bis ca. 3. Embryonalmonat 
2) die hepatolienale Periode, 
 ab ca. 3. Embryonalmonat ist das Lebermesenchym hauptsächliche 
Blutbildungsstätte, etwas später beteiligt sich auch in geringem Umfang die Milz 
3) die medulläre Periode, 
 ab dem sechsten Fetalmonat übernimmt das Knochenmark die Aufgabe der 
 Hämatopoese 
 
Postnatal und während des weiteren Lebens ist das Mark aller Knochen an der Blutbildung 
beteiligt. Nach Abschluss des Knochenwachstums findet sich blutbildendes rotes Mark nur 
noch in den kurzen und platten Knochen, sowie in den Epiphysen der langen Knochen. Die 
restlichen Markräume wandeln sich in fettzellhaltiges gelbes Mark um. 
Die Hämatopoese ist ein regelhaft ablaufender Prozess. Ausgehend von einer omnipotenten 
Stammzelle reifen alle Zellen über mehrere Vorläuferstadien zur Funktionstüchtigkeit und 
zur vollständigen Differenzierung aus. Es wechseln sich Phasen der Zellteilung und des  
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Zellwachstums mit Phasen der Differenzierung ab. Die einzelnen Schritte im 
Ausreifungsprozess werden dabei unter anderem von einer Vielzahl von extrazellulären 
Faktoren gesteuert. Zu ihnen gehören zum Beispiel die Interleukine, Zytokine und die 
verschiedenen Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF, M-CSF, GM-CSF). Als im peripheren Blut 
und im Interstitium zirkulierende Signalmoleküle tragen sie wesentlich zur interzellulären 
Kommunikation bei. Sekretoren dieser extrazellulären Faktoren befinden sich zum einen im 
peripheren Blut oder auch im Parenchym des Knochenmarks. Mit Ausnahme von 
Erythropoetin (Epo), das auch in den Nieren synthetisiert wird. Die Regulation der 
Hämatopoese unterliegt zum grossen Teil diesen extrazellulären Faktoren. So kann die 
Menge an Blutzellen (Sauerstoffträger, Immunzellen) und deren Differenzierungsgrad 
jederzeit dem jeweiligen Bedarf des Organismus angepasst werden. 
Fehlregulation dieser extra- und intrazellulärer Steuerungsmechanismen führen zu einer 
Vielzahl von Erkrankungen des Menschen. Dazu zählen z.B. proliferative Erkrankungen wie 
akute und chronische Leukämien, myelodysplastische Syndrome, Hodgkin- und Non-
Hodgkin-Lymphome. Aber auch Immundefekt-Syndrome (SCID = Severe combined 
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Abb. 1.4 Stammbaum der Hämatopoese. Schematische Darstellung der Differenzierung und 
Reifung in der Hämatopoese. CFU = Colony forming units; IL = Interleukin; SCF = Stem cell factor; CSF = 
Colony stimulating factor; EPO = Erythropoietin; M = Monozyten (nach von Harnack und Koletzko 2000) 
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immunodeficiency syndrom, Kostmann-Syndrom = neutropenisches Syndrom) und 
Autoimmun- und Autoaggressionserkrankungen. 
 
1.4 Die Rolle von G-CSF und seines Rezeptors  
in der Hämatopoese 
 
Neutrophile Granulozyten sind ein wichtiger Bestandteil des menschlichen Immunsystems. 
Sie vermitteln unspezifische zelluläre Abwehrreaktionen, insbesondere gegenüber Bakterien 
und Pilzen. Die Vorläufer der Granulozyten entstehen im Knochenmark. Dort unterliegen sie 
einem Prozess von Proliferation, Differenzierung entlang der granulozytären Linie und 
terminaler Reifung zu funktionskompetenten Granulozyten. Viele Wachstumsfaktoren sind 
beschrieben, die die Granulopoese positiv regulieren und auf verschiedenen Stufen der 
granulozytären Entwicklung wirken. Dazu gehören z.B. Stammzellfaktor (stem cell factor, 
SCF), Interleukin 3 (IL-3), Granulozyten-Macrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF), Interleukin 6 (IL-6) und auch 
der Granulozyten Kolonie-stimulierende Faktor (granulocyte colony stimulating factor, G-
CSF). Die meisten dieser Cytokine unterstützen vornehmlich proliferative Prozesse, weniger 
Differenzierung und terminale Reifung. Nur G-CSF stellt hier eine Ausnahme dar. Es kann 
sowohl die Proliferation myeloider Vorläuferzellen positiv beeinflussen, als auch die 
terminale Ausreifung zu neutrophilen Granulozyten induzieren. G-CSF ist ein Cytokin, 
welches nicht nur die Proliferation und Differenzierung neutrophiler Granulozyten reguliert, 
sondern auch deren Effektor-Funktionen verstärken und deren Überleben (Anti-Apoptose) 
im peripheren Blut sichern kann. Seine klinische Anwendung findet G-CSF zum Beispiel in 
der Behandlung chemotherapie-induzierter Neutropenie und nach 
Knochenmarkstransplantationen. 
Die biologische Aktivität von G-CSF wird durch spezifische Bindung an Rezeptoren auf der 
Oberfläche von Zielzellen vermittelt. Dieser sogenannte G-CSF/Rezeptor (G-CSF/R) wird 
vornehmlich auf myeloiden Vorläuferzellen, myeloischen Leukämiezellen, reifen 
Neutrophilen, Monozyten und einigen T- und B-Zell-Linien exprimiert. Die G-CSF/R-
Expression ist somit ein Marker der normalen myeloiden Differenzierung. 
Der humane G-CSF/R ist ein etwa 140.000 kD grosses Protein bestehend aus 812 und 813 
Aminosäuren und gehört zur Zytokin-Rezeptor-Superfamilie. Der Rezeptor enthält eine 
extrazelluläre, eine transmembranäre und eine cytoplasmatische Domäne und entfaltet seine 
volle Aktivität nach Bindung von G-CSF und Homodimerisierung auf der Zelloberfläche. Die 
funktionell entgegengesetzten Wirkungen von G-CSF, Proliferation und Differenzierung, 
werden durch verschiedene Regionen innerhalb der zytoplasmatischen Domäne auf 
intrazelluläre Signaltransduktionswege übertragen. Es gibt eine membran-proximale Region, 
die vornehmlich mitogene Signale weiterleitet und eine distale Region am Carboxy-
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Terminus, welcher eine proliferations-inhibierende und eine Reifungsprozesse-induzierende 
Wirkung zugeschrieben wird. Interessanterweise enthält nur dieser Carboxy-Terminus des 
Proteins mehrere Tyrosin-Reste, so dass scheinbar Differenzierungsprozesse durch Tyrosin-
Phosphorylierung reguliert werden, während die Transduktion mitogener Signale davon 
unabhängig ist (Avalos 1996). 
Die Präsenz zweier funktioneller Regionen innerhalb der zytoplasmatischen Domäne des G-
CSF/Rs, welche für die Übertragung mitogener und differenzierender Signale verantwortlich 
sind, lassen vermuten, dass diese Regionen mit unterschiedlichen zytoplasmatischen 
Substraten interagieren und so die entsprechenden biologischen Effekte hervorrufen. 
Es werden hauptsächlich zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege beschrieben, denen 
ein Grossteil der biologischen Effekte zugeschrieben wird. Zum einen ist dies der sogenannte 
JAK/STAT-Signaltransduktionsweg, zum anderen gibt es den Ras/MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweg (Avalos 1996). 
Innerhalb des JAK/STAT-Weges führt die Bindung von G-CSF an seinen Rezeptor zu dessen 
Homodimerisierung. Darauf folgt die Bindung und Aktivierung von Janus-Kinasen (JAKs) an 
der intrazellulären Domäne des Rezeptor. Aktivierte JAKs können einander und Tyrosin-
Reste des G-CSF/Rs phosphorylieren. Diese stellen Andockstellen für SH2-Domänen 
enthaltende Proteine dar. Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie enthalten SH2-
Domänen. Sie können also spezifisch an den phosphorylierten G-CSF/R binden. Dort werden 
sie ihrerseits wieder durch JAKs phosphoryliert. Auf diese Weise aktiviert können STAT-
Proteine homo- oder auch heterodimerisieren, in den Zellkern translozieren, an Promotoren 
ihrer Zielgene binden und deren Transkription induzieren. Am G-CSF/R findet 
hauptsächlich eine Aktivierung von STAT1 und STAT3 statt (Tian et al. 1994; McLemore et al. 
2001; Bovolenta et al. 1996). Mittlerweile konnte aber auch STAT5 als intrazellulärer 
Mediator des G-CSF-Signals identifiziert werden (Dong et al. 1998; Chakraborty et al. 2000). 
Auf der anderen Seite wird nach Rezeptorstimulierung der Ras/MAP-Kinase-Pathway 
aktiviert. Hier mündet eine Kaskade von Kinase-Prozessen in der Phophorylierung nukleärer 
Transkriptionsfaktoren, welche spezifisch die Transkription ihrer Zielgene induzieren 
(Avalos 1996). 
Prinzipiell korreliert eine Aktivierung des JAK/STAT-Pathways mit einer mitogenen 
Reaktion auf extrazelluläre Stimuli, obwohl bislang keine klaren Beweise für die Situation am 
G-CSF/R existieren, die diesen Zusammenhang eindeutig belegen. Hier wird ihnen eher eine 
wichtige Rolle in der Kontrolle der Differenzierung zugeschrieben, weil ihre Aktivierung von 
der membran-distalen Region des G-CSF/Rs abhängig ist, die ja für Differenzierungsprozesse 
essentiell ist. Der Ras/MAPK-Pathway scheint mitogene Signale zu übertragen. In 
proliferierenden Zellen führt die G-CSF-Stimulation zu einer schnellen  
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Aktivierung von p42/p44MAPK und p21RAS. Dafür notwendig ist die membran-proximale 
Region des Rezeptors, so dass der Ras/MAP-Kinase-Pathway insbesondere für die G-CSF-
induzierte Proliferation verantwortlich gemacht werden kann. Die Komplexität dieses 
Systems wird dadurch noch erhöht, dass für beide Signaltransduktionswege eine gegenseitige 
Beeinflussung vermutet wird, sowohl in positiver als auch in negativer Hinsicht (Avalos 
1996). 
 
1.5 Transkriptionsfaktoren in der Hämatopoese 
 
1.5.1  Einleitung 
 
Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Differenzierung verschiedenster 
Zelltypen. Im hämatopoetischen System entwickeln sich Stammzellen zu multipotenten 
Vorläuferzellen, die wiederum zu funktionstüchtigen Zellen des peripheren Blutes 
heranreifen. Um den Prozess der normalen myeloiden Differenzierung zu verstehen, ist es 
wichtig, Transkriptionsfaktoren zu identifizieren und in ihrer Funktion zu charakterisieren, 
die spezifisch myeloide Gene regulieren. Die Forschung der letzten Jahre identifizierte eine 
Anzahl von Transkriptionsfaktoren, welche nicht nur für die Regulation der myeloiden 
Differenzierung essentiell sind, sondern auch eine wichtige Rolle in der Leukämogenese 
spielen. Die nachfolgend besprochenen Transkriptionsfaktoren zeichnen sich dadurch aus, 
dass sie primär in Zellen der myeloiden Reihe exprimiert werden. Viele ihrer identifizierten 
Zielgene kodieren für essentielle Proteine reifer myeloider Zellen und stellen sozusagen 
Differenzierungsmarker dieser Zellinien dar. Wie so oft, gibt es aber auch hier kontroverse 
Befunde, die belegen, dass ein und dasselbe Protein entgegengesetzte Funktionen (z.B. 
Proliferation, Differenzierung, Apoptose) erfüllen kann. Man muss diese Faktoren jeweils 
immer im gesamten Zellkontext betrachten. So sind ihre Effekte vom Zelltyp, vom Zellzyklus 
und vom Differenzierungsstadium abhängig. Weiterhin sind solch lebenswichtigen Prozesse 
wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose sehr fein reguliert, so dass man nicht einen 
einzigen Faktor für einen jeweiligen Prozess verantwortlich machen kann. Viele 
Untersuchungen zeigen, dass mehrere Faktoren, als sogenanntes Transkriptosom, in einer 
konzertierten Aktion ihr Zielgen regulieren. Ein Ungleichgewicht am Promotor kann 
Apoptose induzieren, als eine Art Selbstschutzmechanismus der Zelle vor Proliferation oder 
Differenzierung zu einem falschen Zeitpunkt. Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und 
Initiierung der Transkription bilden häufig den Endpunkt rezeptorassoziierter 
Signaltransduktionskaskaden. Somit unterliegt Genregulation zu einem nicht 
unbeträchtlichen Teil extrazellulären Signalen, die über das Einzelschicksal einer Zelle in  
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Abhängigkeit von der Homöostase des Gesamtorganismus bestimmen. Nachfolgend wird 
eine Auswahl an Transkriptionsfaktoren vorgestellt, die für die mad1-Regulation besonders 
wichtig erscheinen. Die Auswahl erfolgte zum einen aufgrund bekannter funktioneller 
Zusammenhänge und Beobachtungen, die diese Faktoren entweder in GCSF/R-abhängige 
Signaltransduktion integrieren und/oder deren Wichtigkeit in der Regulation der myeloiden 
Differenzierung/Proliferation belegen, zum anderen aufgrund des Vorhandenseins 
entsprechender potentieller Bindestellen im mad1-Promotor. 
 
1.5.2  Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie 
 
Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation vieler 
zellbiologischer Prozesse, wie Wachstum, Proliferation, Transformation, Differenzierung und 
embryonale Entwicklung (Wasylyk et al. 1993). Bislang sind etwa 30 verwandte Proteine 
identifiziert worden. Ein wichtiger Vertreter ist der Transkriptionsfaktor PU.1. In mehreren 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass PU.1 eine zentrale Rolle in der Entwicklung 
myeloischer Zellen spielt. Das PU.1-Protein besteht aus 272 Aminosäuren. Der Amino-
Terminus des Proteins enthält eine Aktivierungs-Domäne, die darüber hinaus zur Interaktion 
mit weiteren regulatorischen Faktoren fähig ist. Alle Ets-Faktoren enthalten eine DNA-
Bindungs-Domäne von ca. 80 Aminosäuren, die sich am Carboxy-Terminus befindet. Ets-
Faktoren binden an DNA-Sequenzen, die das 5´-GGAA-Motiv enthalten. Die Bindungs-
Spezifität wird aber zusätzlich noch durch benachbarte DNA-Sequenzen bestimmt. PU.1 zeigt 
ein spezifisches Expressionsmuster. Die höchste Expression findet sich in myeloischen 
Zellen, insbesondere in Neutrophilen, Eosinophilen und Monozyten, in B-Zellen, aber nicht 
in T-Zellen. In humanen CD34+-Stammzellen wird die PU.1-mRNA nur gering exprimiert, 
nimmt aber im Laufe der hämatopoetischen Entwicklung dramatisch zu. Die PU.1-
Hochregulation korreliert dabei stark mit der myeloiden Differenzierung und Zellreifung, so 
dass man annehmen muss, dass eine Störung der PU.1-Funktion in einer Blockade der 
myeloiden Entwicklung schon zu einem frühen Zeitpunkt resultieren kann. In PU.1-
Knockout-Mäusen findet sich ein Verlust von Granulozyten und Monozyten (McKercher et al. 
1996). PU.1 alleine ist ein schwacher Transaktivator der Transkription. Seine volle Aktivität 
erhält PU.1 erst durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren. Interessanterweise 
konnte eine in vitro-Interaktion mit TBP nachgewiesen werden. Eine attraktive Hypothese 
wäre die Annahme, dass PU.1 auf diese Weise die basale Transkriptions-Maschinerie an 
TATA-Box-lose myeloide Promotoren rekrutieren kann (Aittomaki et al. 2002, Tenen et al. 
1997). Faktoren der C/EBP-Familie stellen wichtige Interaktionspartner für PU.1 dar. So 
konnte auf dem Neutrophilen Elastase- (NE-) Promotor 
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gezeigt werden, dass PU.1 und C/EBPα in der Regulation der NE-Expression kooperieren 
(Oelgeschläger et al. 1996). Die Neutrophile Elastase wird spezifisch in unreifen myeloiden 
Zellen exprimiert. Weiterhin ist bekannt, dass diese beiden Faktoren auch gemeinsam die 
Expression des G-CSF/Rs regulieren (Smith et al. 1996). Hier zeigt sich ein erster Hinweis 
auf einen positiven Feedbackmechanismus des G-CSF-Signals in der Differenzierung 
myeloider Zellen. Die myeloid-spezifische und IFNγ-induzierte Expression des FcγRI 
benötigt das Zusammenspiel von STAT1 und PU.1 zur vollen transkriptionellen Aktivierung 
(Aittomaki et al. 2002). p67phox, p47phox, p22phox und gp91phox sind IFNγ-induzierbare 
Gene, die während der Ausreifung zu Monocyten exprimiert werden und essentiell in der 
Immunabwehr sind. Untersuchungen zu deren Regulation zeigte eine Kooperation zwischen 
PU.1, IRF1 und ICSBP und eine zusätzliche Rekrutierung von CBP (Eklund et al. 1999). Das 
Tec-Protein ist eine cytoplasmatische Tyrosin-Kinase, die in hämatopoetischen 
Vorläuferzellen exprimiert wird. Untersuchungen zeigten, dass eine Kooperation zwischen 
PU.1 und Sp1 essentiell für die Transaktivierung des Tec-Promotors ist (Honda et al. 1997). 
Mitglieder der Ets-Familie bilden die Endstrecke von Signaltransduktionswegen. Für PU.1 
konnte eine in vitro-Phosphorylierung durch CK II und JNK-Kinase gezeigt werden (Mao et 
al 1996, Tenen et al. 1997). Sowohl nach LPS- als auch nach M-CSF-Stimulation findet sich 
eine Phosphorylierung von PU.1. Mutation potentieller Phosphorylierungsstellen im PU.1-
Protein inhibiert dessen Funktion (Lodie et al. 1997, Celada et al. 1996, Tenen et al. 1997). 
Somit scheint eine Phosphorylierung von PU.1 ein wesentlicher Mechanismus der Zytokin-
induzierten Genexpression zu sein. 
Zusammengenommen spielt PU.1 eine essentielle Rolle in der zytokin-induzierten 
Entwicklung und Differenzierung myeloider Zellen. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl 
von Genen identifiziert worden, die durch PU.1 reguliert werden. Sie alle zeichnet eine 
Markerfunktion für Zellen der myeloischen Reihe aus. Somit kann zurecht für PU.1 eine 
wichtige Rolle auch in der mad1-Expression vermutet werden. Unterstützt wird diese 
Hypothese dadurch, dass im Rahmen dieser Arbeit im mad1-Promotor zusätzlich zum PU.1-
Bindungsmotiv (Kernmotiv = 5´-GGA) mehrere Bindestellen für PU.1-Interaktionspartner 
(STATs, c-Myb, C/EBPs und Sp1) gefunden werden konnten. 
 
1.5.3  Transkriptionsfaktoren der C/EBP-Familie 
 
CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) stellen eine Familie von 
Transkriptionsfaktoren sowohl mit strukturellen als auch mit funktionellen Homologien dar. 
Die einzelnen Mitglieder der C/EBP-Familie unterscheiden sich in ihrer Gewebespezifität, 
ihrer stadienabhängigen Expression und in ihrer Transaktivierungspotenz. Bis heute sind 
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insgesamt sechs Mitglieder identifiziert worden: C/EBPα, β, γ ,  δ, ε    und ζ. Allen C/EBPs ist 
eine DNA-Bindungsdomäne und eine Dimerisierungsdomäne, über die sie sowohl Homo- als 
Heterodimere bilden, gemeinsam. C/EBP α, β, δ und εp32,p30,p27 enthalten eine 
Aktivierungsdomäne, den Faktoren C/EBPγ, ζ und der Isoform C/EBPεp14 fehlt diese (Du et 
al. 2002). In Promotoren ihrer Zielgene binden sie an Sequenzen mit dem CCAAT-Motiv. 
C/EBPα war das erste identifizierte und charackterisierte Familienmitglied. Seine essentielle 
Rolle in der Differenzierung von Hepatozyten und Adipozyten wurde in Knockout-
Mausmodellen nachgewiesen (Lekstrom-Himes 2001). Nachfolgende Untersuchungen 
zeigten ausserdem eine wichtige regulatorische Funktion von C/EBPs im Rahmen der 
Hämatopoese, wo deren Expression auf die myeloide Zellreihe limitiert ist. So wird 
C/EBPα          spezifisch in humanen myelomonozytären Zellen exprimiert, aber nicht in 
erythrozytären Vorläuferzellen und nicht in B- und T-Zellen. Auch C/EBP β, δ und ε zeigen 
ein auf Granulozyten und Monozyten eingegrenztes Expressionsmuster (Wang and Friedman 
2002). C/EBPs sind essentiell in der Granulopoese. Sie induzieren unter anderem die 
Expression von Zytokin-Rezeptoren (z.B. G-CSF/R). C/EBPα wird für die granulozytäre 
Differenzierung von 32Dcl3-Zellen benötigt (Keeshan et al. 2003) und C/EBPα-Knockout-
Mäuse zeigen einen Verlust reifer neutrophiler Granulozyten (Wang and Friedman 2002; 
Zhang et al. 1997; Smith et al. 1996). In vitro lässt sich durch Überexpression von 
C/EBPα,β    und δ die terminale neutrophile Differenzierung von murinen 32Dcl3-Zellen 
induzieren. In humanen U937-Zellen vermittelt C/EBP β mit dem Kofaktor TIF1  β die 
Differenzierung zu Macrophagen (Rooney and Calame 2001). Auch C/EBPε ist für die 
granulozytäre Entwicklung essentiell. So ist C/EBPε wichtig in der G-CSF induzierten 
Differenzierung von murinen 32Dcl3-Zellen zu Granulozyten (Nakajima and Ihle 2001). Es 
wird in späten granulozytären Stadien und in T-Lymphozyten exprimiert. 
Transaktivierungsstudien zeigen, dass C/EBPε myeloid-spezifische Promotoren aktiviert, wie 
zum Beispiel mim1 und Myeloperoxidase (MPO) (Chumakov et al. 1997). Durch Interaktion 
mit c-Myb aktiviert C/EBPε den NE-Promotor (Verbeek et al. 1999). 
Zahlreiche myeloid-spezifische Gene konnten bislang identifiziert werden, die einer 
Regulation durch C/EBPs unterliegen. Dazu gehören unter anderem die Gene, die für den G-
CSF/R (Smith et al. 1996), die Neutrophile Elastase (Oelgeschläger et al. 1996), die 
Myeloperoxidase (Ford et al. 1996), Lactoferrin (LF) (Khanna-Gupta etal 2000) und PU.1 
(Wang et al. 1999) kodieren. C/EBPs können mit einer Vielzahl von anderen 
Transkriptionsfaktoren interagieren. Dazu gehören zum Beispiel Rb, c-Fos und c-Jun und 
Transkriptionsfaktoren der NFκB/Rel-Familie (Tenen et al. 1997). Aber auch Sp1, PU.1 und 
c-Myb kooperieren mit C/EBPs und führen zu einer linienspezifischen Expression myeloider 
Gene (Lee et al. 1994, Nagulapalli et al. 1995, Oelgeschläger et al. 1996, van Dijk et al. 1999). 
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In der pro-B-Zellinie Ba/F3 steigert eine G-CSF-Stimulation die C/EBPα  vermittelte 
Expression von MPO und NE (Wang et al. 2001). Der mad1-Promotor enthält sechs 
potentielle C/EBP-Bindestellen (CCAAT-Motiv) in Nachbarschaft zu Bindestellen für C/EBP-
Interaktionspartner. mad1 kann also ein Zielgen von C/EBPs sein. Ein attraktives Modell zur 
granulozytären Differenzierung wäre also die G-CSF-induzierte Aktivierung von C/EBPs und 
nachfolgender Transkription von mad1, welches dann den eigentlichen 
Differenzierungsprozess einleitet oder zumindest unterstützt. 
 
1.5.4  Der Transkriptionsfaktor c-Myb 
 
Die myb-Gen-Familie besteht aus drei Mitgliedern: A-, B- und c-myb. Die Gene kodieren für 
nukleäre Proteine, die ihre biologische Funktion als Regulatoren der Transkription 
ausführen. Das myb-Oncogen wurde erstmals unabhängig voneinander in zwei Retroviren 
(AMV und E26) entdeckt. Es kann hämatopoetische Zellen transformieren und in Vögeln 
leukämische Erkrankungen auslösen (Ganter et al. 1999, Introna et al. 1994). Nach der 
Entdeckung und der Klonierung der v-myb-Onkogene, war es nun möglich, auch die Rolle 
des zellulären Homologs c-myb in Zellwachstum, Differenzierung und Entwicklung genauer 
zu untersuchen. Das normale c-myb-Proto-Onkogen kodiert für ein 75kD grosses nukleäres 
Protein mit 636 Aminosäuren, das stark in unreifen hämatopoetischen Zellen exprimiert 
wird. Seine Expression nimmt im Rahmen der Differenzierung aber wieder stark ab (Westin 
et al. 1982, Gonda et al. 1984). c-Myb ist in mindestens drei funktionelle Domänen unterteilt. 
Man unterscheidet eine N-terminale DNA-Bindungsdomäne, eine zentrale 
Transaktivierungsdomäne und eine C-terminale regulatorische Domäne. Untersuchungen 
der Myb/DNA-Interaktion zeigten, dass dieses Protein spezifisch an die Sequenz 
PyAACG/TG bindet. Posttranslational wird das c-Myb-Protein durch verschiedene Kinasen 
modifiziert. Phosphorylierung durch Casein Kinase II führt zu einer Abschwächung der DNA-
Affinität (Lüscher et al. 1990; Oelgeschläger et al. 1995) und Phosphorylierung durch 
p42MAPK zu einer Zunahme der Transaktivierungsaktivität (Aziz et al. 1993, 1995). Das 
Transaktivierungspotential der Myb-Proteine ist abhängig vom Zelltyp, vom Zellzyklus, vom 
Promotorkontext und von weiteren Ko-Transkriptionsfaktoren (Oh and Reddy 1999). So 
können Myb-Proteine mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren und gemeinsam die 
Transkription regulieren. Die Neutrophile Elastase (Markergen der neutrophilen 
Differenzierung) zum Beispiel wird durch Kooperation von c-Myb, PU.1 und C/EBPα 
transaktiviert (Oelgeschläger et al. 1996). Ausserdem ist in embryonalen Stammzellen ein 
Synergismus zwischen c-Myb und GATA 2 nachgewiesen worden, wobei es hier aber noch 
nicht erwiesen ist, ob dies durch Interaktion am selben Promotor geschieht (Melotti and 
Calabretta 1996). 
              25 
Zu den Zielgenen von c-Myb zählt auch mim-1. Das mim-1-Gen wird vornehmlich in 
Promyelocyten und in Makrophagen exprimiert. Seine biologische Funktion ist bislang noch 
unbekannt, aber auch hier zeigt sich eine Kooperativität von c-Myb mit Ets-2 und C/EBP 
(Dudek et al. 1992, Burk et al. 1993). Für die Oberflächenmarker CD4 und CD34 von T-Zellen 
konnte nachgewiesen werden, dass sie Zielgene von c-Myb sind (Oh and Reddy 1999). 
Es ist bekannt, dass c-myb vornehmlich in unreifen hämatopoetischen Zellen exprimiert 
wird. In myeloiden leukämischen Zellinien konnte gezeigt werden, dass eine c-Myb-Blockade 
den Eintritt der Zellen in die S-Phase verhindern kann. So vermutet man, dass c-Myb nötig 
ist, um die Proliferation hämatopoetischer Zellen aufrechtzuerhalten, ohne aber dabei den 
Differenzierungsstatus der Zellen zu ändern. c-myb-Knockout-Mäuse sterben noch im 
Embryonalstadium, infolge mangelnder Entwicklung der hepatischen Hämatopoese 
(Mucenski et al 1991). Weiterhin ist bekannt, dass c-myb herunterreguliert wird, wenn Zellen 
anfangen zu differenzieren. Überexpression von c-myb kann sogar Differenzierung 
inhibieren und eine c-myb-Herunterregulation scheint eine Vorraussetzung der 
Differenzierung zu sein (Oh and Reddy, 1999). 
Das humane c-myb-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert und Veränderungen dieses Lokuses 
sind in mehreren myeloischen Leukämien, T-Zell-Leukämien, Kolon-Karzinomen und 
Melanomen beobachtet worden. 
Zusammengenommen ist das Proto-Onkogen c-myb ein essentieller Transkriptionsfaktor der 
Hämatopoese. Es initiiert und unterstützt Prozesse der Proliferation, während seine 
Herunterregulation eine Voraussetzung für die Differenzierung zu sein scheint. Eine 
Deregulation der c-Myb-Funktion ist ein Merkmal vieler hämatopoetischer Tumoren sowohl 
in Menschen als auch in Mäusen, es ist aber noch unklar, ob dies die Ursache oder eher die 
Folge des leukämischen Status ist (Weston 1999). Vorweggenommen scheint eine Regulation 
des mad1-Gens durch c-Myb im Sinne einer Heraufregulation wenig wahrscheinlich, da für 
beide Faktoren bislang entgegengesetzte Effekte auf das Zellwachstum beschrieben sind. 
Aber auch hier gilt es, einzelne Zusammenhänge gezielt Zell-Zyklus-, -Typ- und 
stadienabhängig zu untersuchen und sie immer im gesamten Zellkontext zu betrachten. 
 
1.5.5  Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie 
 
Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs) wurden erstmalig als 
intrazelluläre Überträger des IFN-Signals identifiziert. Weitere Untersuchungen zeigten, dass 
STATs auch durch andere extrazelluläre Signale aktiviert werden können. Unter anderem 
durch Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF, GM-CSF, M-CSF) und eine Vielzahl von Zytokinen 
(z.B. Interleukine). STATs sind Transkriptionsfaktoren, die an der Zellmembran aktiviert 
werden. Ligandenbindung an den Rezeptor führt zu dessen Oligomerisierung und 
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Aktivierung von Janus-Kinasen. Diese phosphorylieren dann Tyrosin-Reste der 
intrazellulären Domäne der Rezeptoren. Dadurch werden Andockstellen geschaffen für SH2-
enthaltende Proteine. STATs enthalten eine SH2-Domäne. Sie lagern sich von intrazellulär 
an die Rezeptoren an und werden dort wiederum durch Janus-Kinasen phosphoryliert. 
Derartig aktiviert homo- oder heterodimerisieren die STAT-Proteine, translozieren in den 
Zellkern, binden dort an Promotoren ihrer Zielgene und regulieren deren Transkription 
(Decker and Kovarik 2000, Chatterjee-Kishore et al. 2000, Akira 1999). STATs binden an 
Promotoren, die das palindromische Kern-Motiv TTN3-6AA [consensus binding site, GAS 
(γ−Interferon Activated Sequence)-Element] enthalten. Die Grosszahl aller STAT-
Bindungsstellen (GAS-Elemente) enthalten einen 5bp-Spacer. Das heisst, dass STATs ihre 
grösste Affinität zu TTN5AA-Motiven haben. Es ist aber nachgewiesen worden, dass STATs 
auch an DNA binden können, wenn ihre Consensus Binding Site weniger Basen, einen 3bp- 
oder 4bp-Spacer, oder mehr Basen, einen 6bp-Spacer, in ihrem TT.....AA-Motiv enthält. Die 
grössere Relevanz für die Bindungsaffinität besitzt hierbei die Anzahl der Basen, weniger 
deren Sequenz. So kann zum Beispiel STAT1 nur an GAS-Elemente mit einem 5bp-Spacer 
binden kann, während STAT3 auch eine Affinität zu Gas-Elementen mit einem 4bp-Spacer 
hat (Seidel et al. 1995). 
Bislang sind sieben Mitglieder der STAT-Familie identifiziert worden: STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b 
und 6. Sie alle zeichnet eine Src-Homologie-2 (SH-2) Domäne in der Mitte des Proteins und 
eine DNA-Bindungs-Domäne (ausser STAT2) am N-Terminus aus. Ausserdem enthält deren 
Transaktivierungs-Domäne Tyrosin-Reste, die nach Rezeptor-Stimulation phosphoryliert 
werden und für die Homo- bzw. Heterodimerisierung verantwortlich sind (Chatterjee-
Kishore et al. 2000) 
STAT-Proteine spielen eine kritische Rolle in der Onkogenese. Neuere Studien lassen 
vermuten, dass aktivierte STATs eine erheblichen Einfluss auf die Tumorigenese haben, 
indem sie Zell-Proliferation stimulieren und die Apoptose verhindern (Bowman et al. 2000). 
So wird STAT3 für die TGFα /EGFR-abhängige Entwicklung von bösartigen Tumoren im 
Kopf/Hals-Bereich verantwortlich gemacht (Song and Grandis 2000). Eine konstitutive 
Aktivierung von STATs findet sich ausserdem in diversen Leukämien, im multiplen Myelom, 
im Mamma-Karzinom und in anderen soliden Tumoren wie zum Beispiel Prostata-Ca, 
Pankreas-Ca und Bronchial-Ca (Bowman et al. 2000; Lin et al. 2000). 
Andererseits wird aber die myeloide Differenzierung durch Zytokine wie G-CSF, GM-CSF, 
EPO, TPO, IL-3 und IL-5 reguliert. Viele Rezeptoren dieser Zytokine aktivieren intrazellulär 
den JAK/STAT-Pathway. So muss man annehmen, dass STATs nicht nur Einfluss auf die 
Proliferation nehmen, sondern auch die Differenzierung hämatopoetischer Zellen positiv 
beeinflussen. Insbesondere für STAT3 und STAT5 ist eine wichtige Rolle in der myeloiden 
Differenzierung und für das Überleben myeloider Zellen nachgewiesen worden (Smithgall et 
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al. 2000). STAT-Proteine scheinen entgegengesetzte Effekte zu haben. Sie können einerseits 
Proliferations-Prozesse induzieren, Apoptose verhindern und eine konstitive Aktivierung ist 
in einigen bösartigen Tumoren nachgewiesen worden. Andererseits gibt es Hinweise, die 
belegen, dass STATs essentiell in der myeloiden Differenzierung sind (Levy and Gilliland 
2000). G-CSF-Stimulation von myeloiden LGM-1-Zellen führt zu einer Heraufregulation von 
MPO und zu einer Herunterregulation von c-Myc mit darauffolgendem Zell-Zyklus-Arrest 
und Differenzierung. Dominant-negatives STAT3 inhibiert diesen G-CSF-induzierten 
Differenzierungsprozess ohne eine Minder-Expression von MPO (Shimozaki et al. 1997). 
MPO scheint durch andere G-CSF-aktivierte Signaltransduktionswege reguliert zu werden. In 
32Dcl3-Zellen kontrolliert STAT3 durch Hochregulation von p27Kip1 (Zell-Zyklus-Inhibitor) 
die G-CSF-induzierte myeloide Diffrenzierung (de Koning et al. 2000). Für STAT5 liegen 
ähnliche Befunde vor. Dominant-negatives (dn) STAT5 kann in 32Dcl3-Zellen die IL-3-
abhängige Proliferation und die G-CSF-abhängige Differenzierung inhibieren. In primären 
murinen Knochenmarkszellen verhindern dnSTAT5-Mutanten granulozytäre 
Kolonieformierung in vitro (Ilaria et al. 1999). STAT1 und STAT3 binden in reifen humanen 
Neutrophilen nach G-CSF-Stimulation an den FcγRI/CD64-Promotor (Bovolenta et al. 1996). 
All-trans-Retinoinsäure (ATRA) ist ein potenter Induktor der terminalen Differenzierung von 
unreifen leukämischen Zell-Linien. In U937-Zellen wird der ATRA-induzierte Zell-Zyklus-
Arrest und die Differenzierung durch STAT1 vermittelt (Dimberg et al. 2000). Andererseits 
kann STAT3 in NIH3T3-Zellen (Fibroblasten) PDGF-abhängig und in BAF/B03-Zellen 
(proB-Zell-Linie) gp130-abhängig c-Myc transaktivieren (Kiuchi et al. 1999; Bowman et al. 
2000). Somit trägt STAT3 wesentlich zur Mitogenese und zur Transformation von Zellen bei. 
In NIH3T3-Zellen kann STAT5 den Cyclin D1-Promotor aktivieren und spielt so eine wichtige 
Rolle in der Regulation zytokin-abhängigen Wachstums hämatopoetischer Zellen 
(Matsumura et al. 1999). 
 
1.5.6 Die Transkriptionsfaktoren Sp1 und GATA 
 
Sp1 bindet in Promotoren an die Sequenz 5´-GGGCGGG. In TATA-Box-losen Promotoren, 
die reich an CpG-Islands sind, kann diese Interaktion TBP- und TATA-Box-Funktion 
übernehmen. In Assoziation mit C/EBPα aktiviert Sp1 den Lactoferrin (LF)-Promotor. LF ist 
ein neutrophilen-spezifisches Protein, welches in den sekundären Granula enthalten ist 
(Khanna-Gupta et al. 2000). Der CD11/Integrin-Promotor ist ein weiteres Beispiel für eine 
Kooperation von C/EBPs und Sp1 in der Regulation von myeloiden Differenzierungsmarkern 
(Lopez-Rodriguez et al. 1997 und 1995; Hickstein et al. 1992). Das humane myeloide 
nukleäre Differenzierungs-Antigen (human myeloid nuclear differentiation antigen, hMNDA) 
wird spezifisch in reifenden Zellen der myelomonocytären Linie und in Monozyten und 
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Granulozyten exprimiert. Sp1 scheint hier noch vor PU.1 und c-Myb eine wichtige Rolle in 
der Transaktivierung zu spielen (Kao et al. 1997). 
GATA-2 ist während der Embryogenese ein wichtiger Regulator von Proliferation und 
Differenzierung myeloider, erythroider, thrombozytärer und von Mast-Zell-Linien (Li and 
Wang 2000). Gewöhnlich antagonisieren GATA-1 und PU.1 einander in der Regulation 
erythroider versus myeloider Gentranskription. Aber es wurde auch gezeigt, dass das 
eosinophile major basic protein (MBP) in synergistischer Weise durch GATA-1, PU.1 und 
C/EBPε reguliert werden (Du et al. 2002). 
 
Mit den oben genannten Transkriptionsfaktoren sind einige wichtige hämatopoetische 
Schlüsselproteine charackterisiert worden. Ihnen gemeinsam ist die primäre Expression in 
Zellen der myeloiden Reihe. Dort haben sie eine bedeutende Rolle in der Expression 
myeloider Differenzierungsmarker und in der Regulation der terminalen Differenzierung von 
Granulozyten und Monozyten. mad1 erscheint somit als attraktives Zielgen dieser 
Transkriptionsfaktoren. 
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2.  ZIELSETZUNG 
 
Das mad1-Gen ist als Antagonist des Proto-oncogens c-myc ein potentieller 
Tumorsuppressor. Beide Proteine sind Mitglieder des sogenannten Myc/Max/Mad-
Netzwerkes, welches eine zentrale Rolle in der Regulation höherer zellbiologischer Abläufe 
wie Proliferation, Differenzierung und programmiertem Zelltod (Apoptose) spielt. In 
zahlreichen Publikationen konnte für c-myc sein Transformationspotential eukaryotischer 
Zellen und seine Bedeutung in der Tumorigenese und Tumorprogression höherer Lebewesen 
gezeigt werden. Es stellte sich heraus, dass mad1 sowohl in vivo als auch in vitro dazu in der 
Lage ist, die c-myc-Effekte zu antagonisieren. Die Expression von mad1 inhibiert die 
Proliferation eukaryotischer Zellen und scheint eine grundlegende Voraussetzung für die 
Differenzierung zahlreicher Zelllinien, insbesondere die der hämatopoetischen Reihe, zu 
sein. Detaillierte Kenntnisse über die Mad1-Funktion und dessen Regulation können zu 
einem besseren Verständnis von Tumorentstehung und Tumorprogression beitragen und in 
therapeutischer Hinsicht neue Interventionsstrategien eröffnen. Während schon viele 
Erkenntnisse darüber existieren, welche Funktionen das Mad1-Protein erfüllt, insbesondere 
Genrepression, welches die dafür relevanten Domänen sind oder welche Interaktionspartner 
es gibt, ist noch sehr wenig darüber bekannt, wie das mad1-Gen selber reguliert ist. 
Interessant sind hierbei die Fragen, welche extrazellulären Faktoren, welche intrazellulären 
Signaltransduktionswege und welche Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf die mad1-
Expression haben. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass mad1 in einem Modellsystem zur 
Granulopoese durch das Cytokin G-CSF induzierbar ist. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das mad1-Gen, durch Bestimmung des 
Transkriptionsstartpunktes, Identifizierung regulatorischer DNA-Elemente und Aufklärung 
der Chromatinstruktur im Promotor-Bereich genauer charackterisiert werden. Zusätzlich 
sollen Transkriptionsfaktoren ermittelt werden, die einen Einfluss auf die mad1-
Transkription haben. Dazu soll der humane mad1-Promotor in ein Reporter-Gen-Plasmid 
kloniert werden, und in nachfolgenden Reporter-Gen-Assays eingesetzt werden. Eine 
Annäherung an in vivo-Verhältnisse bringt die Methode der sogenannten Chromatin-
Immun-Präzipitation (ChIP). Sie dient zur Analyse von Protein-DNA-Interaktionen. So 
sollen im Modellsystem der G-CSF-induzierten Differenzierzung humaner U937-Zellen die in 
vitro ermittelten Faktoren durch die ChIP bestätigt werden. Meine Arbeit soll eine Grundlage 
für weitere Untersuchungen schaffen, um die Integration von mad1 in höhere zelbiologische 
Vorgänge, wie Wachstum, Zellteilung und Zellreifung, besser verstehen zu können. 
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3.   MATERIAL UND METHODEN 
 
3.1      Allgemeine Chemikalien, Lösungen und Verbrauchsmaterialien 
 
Chemikalien wurden von den Firmen Amersham Buchler, Applichem, Baker, Biomol, BRL, 
Difco, Fluka, Genomed, Hartmann, ICN, Merck, Riedel de Häen, Roth, Serva und Sigma 
verwendet. Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen Beckmann, Costar, Eppendorf, 
Falcon und Sarstedt. 
 
Agar-Platten       LB-Medium 
1,5% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
100 µg / ml Ampicillin 
 
Auftragspuffer für Agarosegelelektrophorese,  50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
10fach konzentriert      50 mM EDTA, pH 8,0 
50% Glycerol 
Bromphenolblau 
Xylencyanol 
 
LB-Medium       1% Bacto-Trypton (Difco) 
0,5% Bacto Hefe-Extrakt (Difco) 
1% NaCl 
pH auf 7,0 einstellen 
 
RNAse, DNAse-frei     10 mg/ml, 15 min auf 100°C erhitzen 
und abkühlen lassen 
 
TBE-Puffer       89 mM Tris-HCl 
89 mM Borsäure 
2 mM EDTA, pH 8,0 
 
TE-Puffer       10 mM TRIS-HCl, pH 7,5 
1 mM EDTA 
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1x PBS       140 mM NaCl 
2,6 mM KCl 
2 mM Na2HPO4 
1,45 mM KH2PO4 
 
TB-Puffer    Teil A :  1,2% Bacto-Trypton (Difco) 
2,4% Bacto Hefe-Extrakt 
0,4% Glycerin 
Teil B :  17 mM KH2PO4 
72 mM K2HPO4 
Beide Teile werden getrennt autoklaviert. 
Für die Bakterienkultur werden 
Teil A / Teil B im Verhältnis 9:1 gemischt 
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3.2  DNA-Arbeitsmethoden 
 
3.2.1  Restriktionsverdau 
 
Die Restriktionsenzyme mit den dazugehörigen Puffern sind von den Firmen Roche, New 
England Biolabs und MBI bezogen. 
Restriktionsenzyme sind bakterielle Enzyme, die DNA an für die jeweiligen Enzyme 
spezifischen Sequenzen spalten können. Während meiner Arbeit fand diese Methode im 
Kontrollverdau nach Plasmidpräparation und zur Erzeugung von Deletionsmutanten ihre 
hauptsächliche Anwendung. Es wurden jeweils 1 µg DNA in einem 15 µl-Reaktionsansatz 
verdaut. Enzyme und Puffer sind nach Herstellerangaben dem Ansatz hinzugefügt. Die 
Reaktionen wurden bei Temperaturoptimum des entsprechenden Enzyms 1-2 h inkubiert. 
 
3.2.2  DNA-Agarosegelelektrophorese 
 
Materialien :  Agarose (Fa.Gibco BRL) 
TBE- oder TAE-Puffer 
Ethidiumbromidlösung (Fa.AppliChem) Konz. 10 mg/ml 
10x DNA-Ladepuffer 
1kb DNA-Standard (Fa.GibcoBRL, MBI Fermentas) 
 
Methode: DNA ist aufgrund ihres Phosphatrückgrates ein negativ geladenes Molekül. In 
einem elektrischen Feld wandert es also in Richtung Kathode. Somit eignet sich diese 
Methode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten. Dabei ist die Laufgeschwindigkeit der DNA 
von ihrer Grösse, von der Agarosekonzentration des Geles und von der Höhe der angelegten 
Spannung abhängig. Die DNA wird durch Zusatz von Ethidiumbromid (9 µl/200 ml) zum 
Gel und nachfolgender UV-Exposition sichtbar gemacht. Die Agarosekonzentration (0,5-2%) 
wird je nach Fragestellung gewählt und die Elektrophorese bei 70-100 V bis zur erwünschten 
Auftrennung durchgeführt. Durch einen zusätzlich mitgeführten DNA-Standard lässt sich 
dann eine Aussage über die Grösse der aufgetrennten Fragmente treffen. 
 
3.2.3  DNA-Gelextraktion mit dem JetSorb-Kit 
 
Verwendet wurde das JetSorb-Kit der Firma Genomed. Es eignet sich zur Aufreinigung von 
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Auf einem UV-Schirm wurde das zu isolierende DNA-
Fragment identifiziert und mit einem Skalpell herausgeschnitten. Bei der weiteren 
Aufreinigung wurde genau nach Herstellerangaben verfahren. Die DNA wurde mit dH2O 
eluiert und war dann für jede weitere Reaktion einsetzbar. 
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3.2.4  Dephosphorylierung linearisierter Vektoren 
 
Um bei Klonierungsarbeiten eine Religation des Vektors ohne Insert zu verhindern, wird 
dieser nach elektrophoretischer Auftrennung und Aufreinigung dephosphoryliert. Verwendet 
wurde die Alkalische Phosphatase (AP) und ihr entsprechender 10x-Puffer der Firma 
Boehringer. Die DNA des JetSorb-Eluates wird mit 2 U der AP versetzt und 30 min bei 37°C 
inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen und um ein Dephosphorylieren des Inserts bei der 
Ligation zu verhindern, ist es weiterhin notwendig, die DNA mittels Phenolextraktion und 
Isopropanolfällung zu isolieren. Das DNA-Präzipitat wurde sodann in dH2O gelöst. 
 
3.2.5 Auffüllen und Verdauen überstehender DNA-Stränge 
(Sticky Ends) 
 
Material: DNA-Polymerase, Large Klenow Fragment (New England Biolabs) 
Restriktionspuffer NEB3 
T4 DNA-Polymerase (New England Biolabs) 
T4 DNA-Polymerase Puffer (New England Biolabs) 
dNTPs (GibcoBRL) 
 
Methode: Bei Klonierungsarbeiten, bei denen Plasmid-DNA mit zwei verschiedenen 
Restriktionsenzymen gespalten wird, um dann wieder religiert zu werden, kann es 
vorkommen, dass zwei nicht komplementäre DNA-Enden mit 5´- oder 3´-Überhang (Sticky 
Ends) entstehen. Will man dennoch die Moleküle zur Ligation bringen, muss man die Sticky 
Ends in sogenannte Blunt Ends, wenn nicht schon durch das Restriktionsenzym erzeugt, 
überführen. Genutzt werden dabei die 5´→3´-Polymerase-Aktivität der Klenow-Polymerase 
und die 3´→5´-Exonuklease-Aktivität der T4-DNA-Polymerase. Die Reaktionen wurden 
nach Herstellerangaben durchgeführt und durch Phenolextraktion mit anschliessender 
Ethanol-Fällung gestoppt. 
 
3.2.6  Phenolextraktion und Fällung von DNA-Lösungen 
 
Material : Phenol/Isoamylalkohol/Chloroform  25/1/24 
Isoamylalkohol/Chloroform  1/24 
Glykogen 20 µg/µl 
100% Ethanol 
 
Methode: Führt man mehrere enzymatische Reaktionen hintereinander durch, ist es 
notwendig, die DNA vor der nächsten Enzymreaktion aus dem vorhergehenden 
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Reaktionsansatz zu isolieren. Dadurch soll einerseits die enzymatische Aktivität der 
vorhergehenden Reaktion gestoppt und andererseits die DNA einem frischen Ansatz 
zugeführt werden, um Puffer-Inkompatibilitäten zu vermeiden. Erreicht wird dies durch 
Zugabe von Phenol/Isoamylalkohol/Chloroform im Verhältnis 1:1, gründlichem 
Durchmischen, Zentrifugation bei 14000 rpm und Abnahme der wässrigen oberen Phase. 
Nochmalige Extraktion mit Isoamylalkohol/Chloroform erhöht Qualität der DNA-Lösung 
durch Auswaschen von Phenolresten. Anschliessend wird die DNA durch Zugabe von 1µl 
Glykogen und 3 Vol. Ethanol bei –80°C für 30-45 min gefällt. Es folgt eine Zentrifugation des 
Präzipitates für 30 min bei 14000 rpm und 4°C. Darauffolgendes Waschen mit 70%igen 
Ethanol und nochmaliger Zentrifugation entfernt überschüssige Salze. Nach Trocknenlassen 
des DNA-Pellets wird es in dH2O gelöst und ist für weitere Reaktionen verfügbar. 
 
3.2.7  DNA-Ligation 
 
T4-DNA-Ligase (1 U/µl) und 10x Reaktionspuffer stammen von der Firma Roche. Sämtliche 
Ligationen wurden in einem 20 µl-Ansatz unter Zugabe von 1 U Ligase über Nacht bei 16°C 
durchgeführt. Anschliessend folgt die Transformation von Bakterien nach dem langen 
Protokoll und Ausstreichen auf eine Agarplatte. 
 
3.2.8  Transformation von Bakterien, kurzes Protokoll 
 
Um Plasmid-DNA effizient vervielfältigen zu können, muss man sie in 
transformationskompetente Bakterien einbringen. Plasmide, die aus einer anderen 
Präparation stammen liegen in der sogenannten Supercoiled-Form vor und eignen sich 
deshalb für die Transformation nach dem kurzen Protokoll: 30 µl 
transformationskompetenter E.coli des Stammes XL-10 werden auf Eis aufgetaut und mit ca. 
10 ng DNA 2 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgt ein 30sekündiger Hitzeschock bei 42°C 
und nochmalige Inkubation für 2 min auf Eis. 20-30 µl dieser Bakteriensuspension werden 
dann auf einer Agar-Platte ausgestrichen, die das entsprechende Selektionsantibiotikum 
enthält. 
 
3.2.9  Transformation von Bakterien, langes Protokoll 
 
Ein dem kurzen Transformationsprotokoll gegenüber etwas modifiziertes Protokoll ist nötig, 
will man Bakterien mit Plasmiden transformieren, die aus einer neuen Ligation stammen 
und deshalb in zirkulärer Form vorliegen. Man benötigt ein Bakteriensuspensionsvolumen 
von 100 µl, fügt 1:20 des Bak.-Vol. an Plasmid –DNA hinzu und inkubiert 30 min auf Eis. Es 
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folgt ein Hitzeschock bei 42°C für genau 30 sec. und erneute Inkubation für 2 min auf Eis. 
Nun lässt man die transformierten Bakterien in 450 µl LB-Medium 1 h bei 37°C auf dem 
Schüttler anwachsen und streicht ca.25 µl dieser Suspension auf einer Agarplatte aus. 
Während Über-Nacht-Inkubation formieren sich Kolonien, die jede für sich ein Klon 
darstellt. Mit einer Pipettenspitze wurden sogenannte Klone „gepickt“ und in einem 
grösservolumigem Ansatz angezüchtet, um die darin enthaltene Plasmid-DNA in grosser 
Menge aufzureinigen. 
 
3.2.10 Mini-Plasmidpräparation 
 
Material : Lösung I  50 mM Glucose 
10 mM EDTA 
25 mM TRIS-HCl 
Lösung II  0,2 N NaOH 
1% SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) 
Lösung III  3 M Kaliumacetat 
5 M 100%ige Essigsäure 
 
Methode: Mit diesem Protokoll lässt sich in kurzer Zeit eine kleine Menge an Plasmid-DNA 
gewinnen, die dazu geeignet ist, qualitativ das Plasmid zu beurteilen. Die Reinheit dieser 
DNA-Lösung ist allerdings zu niedrig, so dass sie sich nicht für Versuche und 
Klonierungsexperimente eignet. Es werden 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden 
Selektionsantibiotikum versetzt und mit den gewünschten transformierten Bakterien 
angeimpft. Während Über-Nacht-Inkubation bei 37°C auf einem Schüttler wachsen die 
Bakterien zu einer ausreichenden Menge heran, die genügend Plasmid-DNA erwarten lässt. 
1 ml der Bakteriensuspension wird für 30 sek bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert. Das Pellet wird in 200 µl Lösung I resuspendiert, nachfolgend mit je 200 µl 
Lösung II und Lösung III versetzt und gut durchgemischt. Lösung II führt zur alkalischen 
Lyse der Bakterien, mit Lösung III wird die bakterielle chromosomale DNA präzipitiert. Nach 
5 minütiger Inkubation auf Eis, wird die Probe 30 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet verworfen. Die Probe wird jetzt 
1:1 mit Isopropanol versetzt, wodurch die Plasmid-DNA präzipitiert. Es folgt eine 15 minütige 
Inkubation bei Raumtemperatur, eine 30 minütige Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C 
und Waschen des Pellets mit 70%igem Ethanol. Nochmalige Zentrifugation ergibt ein DNA-
Pellet, das in dH2O oder TE-Puffer gelöst wird und zur weiteren Analyse bereit steht. 
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3.2.11 Plasmidpräparation mit dem 
Cäsium-Chlorid-Dichtegradienten 
 
Diese Methode ist sehr aufwendig, liefert aber grosse DNA-Mengen in hoher Reinheit. Sie 
wurde im Laufe meiner Arbeit aufgegeben, zugunsten der Plasmid-Aufreinigung mit 
Affinitäts-Säulen der Firma Qiagen. Deshalb möchte ich hier die Methode nur im groben 
Umfang skizzieren. Wie aus der Mini-Plasmid-Präparation bekannt, kultiviert man 
transformierte Bakterien über Nacht in TB-Medium unter Zusatz des 
Selektionsantibiotikums. Die Bakteriensuspension wird zentrifugiert, das Pellet einer 
alkalischen Lyse zugeführt und die unerwünschte chromosomale DNA präzipitiert und durch 
Zentrifugation entfernt. Man erhält eine wässrige Plasmid-DNA-Lösung, die mit 
Cäsiumchlorid und Ethidiumbromid versetzt wird. Ultrazentrifugation bei 50000 rpm führt 
nun zur Ausbildung eines Dichtegradienten des Cäsiumchlorids und die Plasmid-DNA 
formiert sich als Bande in der Höhe, die ihrer eigenen Dichte entspricht. Dank des 
Ethidiumbromids kann man nun diese Bande im UV-Licht sichtbar machen und mit einer 
Kanüle abpunktieren. Die folgenden Schritte verfolgen das Ziel, das mutagene 
Ethidiumbromid zu entfernen, durch Ausschütteln mit Isopropanol, welches mit NaCl 
gesättigt ist und dem Entfernen überschüssiger Salze. 
 
3.2.12 Mini-, Midi-, Maxi-Plasmidpräparation nach dem 
QIAGEN-Protokoll 
 
Prinzip dieser Methode zur Aufreinigung von Plasmid-DNA ist die Verwendung von 
Anionen-Austauscher-Säulen, an die die Plasmide gebunden und von der sie wieder 
ausgewaschen werden können. Sämtliche Materialien zur Präparation entstammen dem 
kommerziell erhältlichen Kit der Firma QIAGEN. Bei der Aufreinigung wurde streng nach 
dem Protokoll des Herstellers verfahren. Details hierzu können im entsprechenden 
Handbuch der Firma QIAGEN nachgelesen werden. 
 
3.2.13 Sequenzierung von DNA-Fragmenten 
 
Im Rahmen der Klonierung des humanen mad1-Promotors, der Bestimmung des 
Transkriptionsstartpunktes und der Klonierung von Deletionsmutanten des mad1-Promotors 
wurden die klonierten DNA-Fragmente zur Ermittlung der genauen Basenabfolge durch die 
Firma MWG-Biotech AG sequenziert. 
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3.2.14 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
 
Die zu quantifizierende DNA-Lösung wurde mit TRIS, pH 8,5, 1:50 verdünnt. Eine Menge 
von 50 µl wurde in eine Eppendorf-Küvette pipettiert und der DNA-Gehalt in einem 
Photometer der Firma Eppendorf bei 260 nm bestimmt. Durch Angabe des 
Verdünnungsfaktors berechnet das Gerät anhand der Formel OD260nm x Fv x 50 = Konz 
(µg/µl) den DNA-Gehalt der Ausgangslösung. 
 
 
3.3  Zellkultur 
 
3.3.1  Allgemeine Kulturbedingungen eukaryotischer Zellen 
 
Sowohl die Zellkulturmedien als auch das FCS und das Penicillin/Streptomycin wurden von 
der Firma GIBCO bezogen. Zellkulturschalen und Zellkulturflaschen stammten von den 
Firmen Falcon, Sarstedt und Greiner. Das FCS wurde dem Medium zugesetzt, so dass es 
einen Anteil von 10% ausmacht. Die Endkonzentration des Penicillins betrug 50 U/ml, die 
des Streptomycins 50 µg/ml. Sämtliche Zellkulturarbeiten fanden unter der 
Sicherheitswerkbank der Firma KOJAIR statt, die Zellen wurden in Brutschränken der Firma 
SANYO bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Das Wachstum der 32 Dcl3-Zellen ist Il-3-abhängig. 
Dieses IL-3 wurde aus dem Überstand IL-3-produzierender Zellen gewonnen. Dieser 
Überstand wurde dem Zellkulturmedium zugesetzt, so dass die Konzentration 5% betrug. 
 
3.3.2  Verwendete Zell-Linien und spezielle Kulturbedingungen 
 
RK 13  Epitheloide Kaninchen-Nierenzellen MEM + 10% FCS 
U2OS  Humane Osteosarkom-Zellen  DMEM + 10% FCS 
U 937  Humane Monozytäre Lymphom-Zellen RPMI 1640 + 10% FCS 
32 Dcl3 Murine myeloide Vorläuferzellen  RPMI 1640 +10% FCS + 5% IL-3 
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3.3.3  Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden Zellen (eine 70-80%ig konfluente 10 cm-Schale bzw. 5x107 
Suspensionszellen) pelletiert und für 15 min auf Eis gekühlt. Das Pellet wurde in 1 ml 
eiskaltem FCS mit 10% DMSO aufgenommen, in ein Einfriergefäss überführt, mit Zellstoff 
umwickelt, in einer Styroporkiste bei –80°C über Nacht eingefroren und anschliessend in 
flüssigem Stickstoff gelagert. 
Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert, sodann mit 30 ml 
Zellkulturmedium gewaschen und in einem kleinen Volumen (3-5 ml) frischen Mediums 
anwachsen gelassen. 
 
3.4  Transiente Transfektionen 
 
Hebs-Puffer (2x) 274 mM NaCl   HEPES-Puffer 142 mM NaCl 
42 mM HEPES     10 mM HEPES 
9,6 mM KCl      6,7 mM KCl 
1,5 mM Na2HPO4     pH 7,3 
CaCl2  250 mM 
 
Die transienten Transfektionen wurden nach der Kalzium-Phosphat-Methode durchgeführt. 
Dazu wurden die Zellen am Tag der Transfektion auf eine Dichte von 1,5x105 pro 6 cm-
Kulturschale verdünnt und am nächsten Morgen das Medium gegen frisches Medium, MEM 
oder DMEM mit 10% HS und 1% Penicillin/Streptomycin, ausgetauscht. Für jede 6 cm-
Schale wurde die DNA in 200 µl Hebs-Puffer aufgenommen. Danach wurden jeweils 200 µl 
CaCl2 innerhalb von jeweils 10 Sekunden zugegeben, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt 
und direkt tröpfchenweise in das Kulturmedium gegeben. Die Schalen wurden kurz 
geschwenkt und sofort in den Inkubator (37°C , 5% CO2) transferiert. Nach 4-6 h wurde das 
entstandene Präzipitat durch zweimaliges Waschen mit 4 ml HEPES-Puffer entfernt. 
Anschliessend wurden wieder 4 ml Kulturmedium zu den Zellen gegeben.  
 
 
 
 
 
 
 
              39 
3.5 Bestimmung der Transaktivierung durch Messung der 
Luciferase- und der β-Galactosidase-Aktivität  
 
Extraktionspuffer   Z-Puffer   Messpuffer 
25 mM Tris-HCl , 7,8   60 mM Na2HPO4  25 mM Glycylglycin 
2 mM EDTA    40 mM NaH2PO4  15 mM MgSO4 
10% (v/v) Glycerin   10 mM KCl   5 mM ATP 
1 % (w/v) Triton X-100  1 mM MgSO4 
2 mM DTT    50 mM β-Mercaptoethanol 
 
Na2CO3    1 M 
Luciferinlösung (Applichem)   25 mM 
ONPG in Z-Puffer   4 mg/ml 
 
Die Zellen wurden 36-48 h nach Entfernen des Präzipitates zweimal mit PBS gewaschen und 
10 min mit 400 µl Extraktionspuffer inkubiert. Die lysierten Zellen wurden mit einem 
Zellschaber von der Schale gelöst und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäss überführt. Die 
Zelltrümmer wurden sedimentiert (3 min, 15000 rpm, RT , Tischzentrifuge) und der 
Überstand für die Luziferase- und die β-Galactosidase-Messung verwendet. Zur Messung der 
Luziferase-Aktivität wurden 50 µl Lysat zu 300 µl Messpuffer gegeben, davon 100 µl in eine 
96-well-Mikrotiterplatte (Fa. NUNC) pipettiert. Alle Proben wurden nebeneinander 
aufgetragen und der Luminometer (Wallac 1420 , Fa. Perkin/Elmer) mit der Mikrotiterplatte 
beschickt. Das Gerät kann nun so programmiert werden, dass es automatisch 29 µl der 
Luciferin-Lösung in die Proben pipettiert und im Anschluss die Photonenemission bestimmt. 
Jede Messung wurde zweimal durchgeführt und der Mittelwert gebildet. Um die 
Transfektionseffizienz zu bestimmen, wurden alle Zellen mit einem Plasmid kotransfiziert, 
das die cDNA der β-Galactosidase trägt. Zur Messung der β-Galactosidase-Aktivität wurden 
400 µl Z-Puffer mit 40 µl Lysat und 100 µl ONPG-Lösung gemischt und die Reaktion durch 
Zugabe von 250 µl 1M Na2CO3 gestoppt, sobald eine deutliche Gelbfärbung vorhanden war. 
Der Färbungsgrad wurde photometrisch bei 405 nm mit demselben Gerät gemessen. Aus 
dem Quotienten der Luziferasemessung und der β-Galaktosidase-Aktivität wurden die 
relativen Luziferaseaktivitäten errechnet. Die relative Luziferaseaktivität des 
Reportergenkonstrukts ohne koexprimierte Transkriptionsfaktoren wurde jeweils gleich eins 
gesetzt. 
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3.6  Allgemeine PCR-Techniken und deren Anwendung 
 
Bei allen PCR-Arbeiten muss jede exogene Kontamination mit DNA vermieden werden, da 
auch geringste Mengen an Fremd-DNA zu einer signifikanten Verfälschung des Ergebnisses 
führen können. Es wurden deshalb nur autoklavierte Probengefässe und eigens dafür 
bereitgestelltes sauberes dH2O verwendet. Zum Pipettieren wurden nur gestopfte 
Pipettenspitzen verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermo-Cycler der Firma 
MWG-Biotech durchgeführt. Alle Oligodesoxynucleotide/Primer wurden von der Firma 
MWG-Biotech bezogen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zur Klonierung des 
humanen mad1-Promotors, zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes, im 
Nucleosomal Mapping und in der Chromatin-Immunpräzipitation verwendet. 
 
3.7  Arbeiten mit RNA 
 
Alle Arbeiten mit RNA müssen unter saubersten Bedingungen durchgeführt werden, wobei 
es wichtig ist, die Kontamination mit RNAse zu vermeiden. Deshalb wurden nur 
autoklavierte Probengefässe verwendet werden. Pufferlösungen wurden zur RNAse-
Inaktivierung mit DEPC (Diethylpyrocarbonat)-versetztem H2O angesetzt. Pipettiert wurde 
nur mit gestopften Spitzen. 
 
3.7.1  mRNA-Präparation aus eukaryotischen Zellen 
 
Im Rahmen der Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte des mad1-Genes war es nötig, 
Gesamt-RNA aus den eukaryotischen Zellinien U937 und 32Dcl3 aufzuarbeiten. Die 
Isolierung erfolgte dabei mit dem Oligotex-mRNA-Kit der Firma QIAGEN. Es wurde exakt 
nach Herstellerangaben verfahren. Das hieraus gewonnene Probenmaterial konnte 
anschliessend ohne weitere Isolierung der mRNA im 5´-RACE eingesetzt werden. 
 
3.7.2  RNA-Gelelektrophorese 
 
Material : 50x MOPS-Puffer 1 M MOPS [3-(N-morpholino) propane-sulfonic acid] 
     2,5 M Na-Acetat 
     0,05 M EDTA 
     auf pH 7,0 einstellen, lichtgeschützt lagern 
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RNA-Laufpuffer 1x MOPS-Puffer 
     6%(v/v) Formaldehyd 
  Agarose  Fa. GibcoBRL 
  DEPC-H2O  200 µl DEPC/1L H20 
 
Die Elektrophorese wurde in einem 1%igen Agarose-Gel in Laufkammern der Firma BIORAD 
bis zur vollständigen Separation der 28S und der 18S-Banden durchgeführt. Die 
Elektrophorese diente ausschliesslich der Qualitätskontrolle der RNA-Präparation. 
 
3.8  5´-RACE (Rapid Amplification of cDNA-Ends) 
 
Das 5´-RACE erlaubt die Amplifikation von unbekannten Sequenzen am 5´-Ende der mRNA. 
Unter Verwendung eines Gen-spezifischen Primers (Sp1) und einer ReversenTranskriptase 
wird aus einer Gesamt-RNA-Präparation die gewünschte cDNA synthetisiert (RT-PCR). Die 
cDNA wird von nicht eingebauten Nukleotiden und Primern isoliert. Eine Terminale-
Transferase synthetisiert nun einen homopolymeren A-Schwanz an das 3´-Ende der cDNA. 
Es folgt die erste PCR-Reaktion mit einem zweiten Gen-spezifischen Primer (Sp2) und einem 
oligo-dT-Anker-Primer. Auf den Produkten dieser PCR-Reakton wird eine zweite PCR 
(Nested-PCR) gefahren mit einem dritten Gen-spezifischen-Primer (Sp3) und dem Anker-
Primer. Auf dieser Stufe kann man die PCR-Produkte in der Agarose-Gel-Elektrophorese 
sichtbar machen und sie danach in einen geeigneten Vektor klonieren. Nach dem 
erfolgreichen Klonieren wurden lyophilisierte Plasmid-Proben zu MWG-Biotech zur 
Sequenzierung des Inserts gesandt. Aus der Sequenz lässt sich nun die Oligo-T-Sequenz und 
die Anker-Region identifizieren und im 3´-Bereich davon die 5´-UTR-Region. Die erste Base, 
die dem letzten Thymin der Oligo-dT-Sequenz folgt, markiert den Transkriptionsstart. 
Probleme der genauen Bestimmung ergeben sich, sollte der Transskriptionsstart ebenfalls 
ein Thymin sein. 
Für das 5´-RACE wurde das 5´/3´-RACE-Kit der Firma Roche Molecular Biochemicals 
verwendet. Die Klonierungs-Arbeiten erfolgten mit dem TA-Cloning-Kit der Firma 
INVITROGEN. Es wurde jeweils exakt nach Herstellerangaben verfahren. 
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3.9  Nukleosom-Kartierung (Nucleosomal-Mapping) 
 
Diese Methode ermöglicht es, die Nukleosom-Lokalisation auf der DNA im Groben zu 
untersuchen. Nukleosomen stellen die unterste Einheit des Chromatins dar. Ein Nukleosom 
besteht aus einem Histon-Octamer, um das die DNA über eine Länge von 146bp aufgewickelt 
ist. Das Enzym Micrococcal-Nuclease (MNase) stammt vom Bakterium Staphylococcus 
aureus. Es ist in der Lage, sowohl einzelsträngige als auch doppelsträngige DNA unspezifisch 
abzubauen. Allein diejenigen DNA-Bereiche sind vor dem Verdau geschützt, an die Proteine 
gebunden sind (z.B. Histone). Nach dem MNase-Verdau nukleären Chromatins resultiert 
also eine wässrige Lösung, die nur noch einzelne Nukleosomen enthält. Im Folgenden wird 
die nukleosomale DNA durch Phenol-Extraktion und Isopropanol-Fällung von ihrem 
Protein-Anteil befreit, in TE-Puffer gelöst und bei –20°C gelagert.  
Auf diesem Material können dann im Anschluss die analytischen PCR-Experimente 
durchgeführt werden. Dazu werden mehrere Primer-Paare so gelegt, dass die Länge ihrer 
Amplifikationsprodukte unter 100bp (auf jeden Fall <150bp) liegt und die einzelnen PCR-
Fragmente überlappend aufeinander folgen (siehe Abb. 12a und Abb.15). Bei dieser Methode 
ist es ausserdem wichtig, einen Teil der DNA nicht einem MNase-Verdau zu unterziehen, 
sondern sie parallel als Input-DNA (vergleichbar dem ChIP-Protokoll) aufzuarbeiten. Die 
Input-DNA stellt in der abschliessenden PCR-Analyse die Positiv-Kontrolle dar, anhand 
derer die relative MNase Empfindlichkeit der DNA abgeschätzt werden kann. Wie in der 
PCR-Analyse der ChIP-Experimente werden auf einer Verdünnungsreihe der Input-DNA 
PCR-Reaktionen durchgeführt. Die Quantity-One® Software der Firma BIORAD kann aus 
den Signalintensitäten der Banden eine Eichkurve erstellen und damit der Signalintensität 
der parallel mitgeführten PCR-Reaktion auf verdauter DNA einen quantitativen Wert 
zuordnen. 
 
Material : 10x TBS     1x Digestions-Puffer 
  0,1 M Tris-HCl, pH 7,5   0,32 M Sucros 
  30 mM CaCl2     50 mM Tris-HCl, pH7,5 
  20 mM MgCl2     4 mM MgCl2    
  50 mM Na-Butyrat, pH 8,0   1 mM CaCl2 
        5 mM Na-Butyrat, pH 8,0 
        PefaBloc (Stock 500x) 
 
Micrococcal-Nuclease, Fa. MBI-Fermentas, Best.Nr.#ENO 0181 
Tween 20, Sucrose, PefaBloc, Proteinase K, RNAse 
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Methode : 
Suspensions-Zellen wurden bis zu einer Dichte zwischen 5x105 –1x106 kultiviert und 50 ml 
dieser Kultur bei 1500 g und 4°C für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann einmalig 
mit 1x PBS gewaschen, pelletiert, einmalig mit 1x TBS gewaschen und wiederum pelletiert. 
Dieses Zellpellet wurde nun in 1x TBS resuspendiert und auf eine Konzentration von 2x107 
Zellen/ml eingestellt. Es folgt nun die Zugabe von 1xTBS/1% Tween 20 im gleichen Volumen 
und die Zugabe des Proteinase-Inhibitors PefaBloc. Diese Suspension wurde anschliessend 
für 1 h bei 4°C auf einer Wippe inkubiert. Um den Zellaufschluss noch mechanisch zu 
unterstützen, wurde die Suspension 4-6x durch eine Punktionskanüle (Fa.Braun, Gr.1, 
0.90x40mm, 20G) aspiriert. Der Erfolg der Zell-Lyse wurde unter einem Phasen-Kontrast-
Mikroskop kontrolliert, wobei intakte Zellen daran zu erkennen sind, dass sie sich durch eine 
dunkle zentrale Region, umgeben von einem Halo, auszeichnen. Die Zellkerne dieser 
Suspension wurden nun durch 15 minütige Zentrifugation bei 1500 g und 4°C pelletiert und 
in 1x TBS/25% Sucrose [w/v] resuspendiert und auf eine Konzentration von 4x106 Zellen/ml 
eingestellt. Um eine saubere Zellkern-Suspension zu erhalten ist es nötig, das Zellysat über 
eine Sucrose-Gradienten aufzureinigen. Die Zellkerne werden dadurch von 
Zellmembrananteilen und zytoplasmatischen Bestandteilen isoliert. Dazu wird in einem 2 
ml-Eppendorf-Hütchen 1x TBS/50% Sucrose [w/v] vorgelegt und vorsichtig mit dem 
zweifachen Volumen an Zell-Lysat überschichtet (z.B. 1 ml Zellsuspension über 0,5 ml 
50%ige Sucrose-Lösung). Es folgt nun eine 15 minütige Zentrifugation bei 3000 g und 4°C in 
einer Eppendorf-Tischzentrifuge. Das resultierende Pellet wird in 1x Digestions-Puffer 
gewaschen, zentrifugiert und in 1 ml Digestions-Puffer resuspendiert. Der DNA-Gehalt dieser 
Lösung wird jetzt in einem Eppendorf-Photometer bei einer Wellenlänge von 260 nm 
bestimmt. Anschliessend erfolgt die Zugabe von 50 U Micrococcal-Nuclease pro 0,5 mg DNA 
und Inkubation für 5 min bei 37°C. Es ist hierbei darauf zu achten, dass man ein Aliquot 
(Input-DNA) der Zellkernsuspension nicht dem MNase-Verdau unterzieht, um später in der 
PCR-Analyse interpretierbare Ergebnisse zu erhalten. Stattdessen wurde diese DNA unter 
ChIP-Bedingungen ( s. Abschnitt 3.10) sonifiziert, um eine bessere Verarbeitung zu 
gewährleisten. Das Stoppen der MNase-Reaktion erfolgt durch Zugabe von 0,5 M EDTA (pH 
8), so dass eine finale Konzentration von 5 mM erreicht wird. Nach 5 minütiger Inkubation 
auf Eis wird das Lysat 15 min bei 16000 g und 4°C zentrifugiert, der Überstand abgenommen 
und aufbewahrt, das Pellet kann verworfen werden. Die folgenden Schritte verfolgen nun das 
Ziel, die DNA von Proteinen (z.B. Histone, Transkriptionsfaktoren) zu befreien, die an sie 
gebunden sind. Ab hier wird auch die Input-DNA, die nicht dem MNase-Verdau unterlag, 
wieder unter denselben Bedingungen weiterverarbeitet. Dazu fügt man zum Überstand aus 
dem MNase-Verdau 20%ige SDS-Lösung, finale Konzentration 0,25%, Proteinase K (Konz. 
500 µg/ml) und RNAse (Konz. 50 µg/ml) hinzu und lässt die Lösung für mindestens 6 h bei 
 44 
37°C inkubieren. Die DNA wird anschliessend durch Phenol-Extraktion und Fällung mit 
1Vol. Isopropanol isoliert. Die DNA wird in TE-Puffer gelöst und bei –20°C gelagert. 
Zur Kontrolle kann man nun ca. 0,5 µg dieser DNA auf ein Agarosegel auftragen und einer 
Elektrophorese unterziehen. Es ist eine isolierte Bande mit einer Länge von 150bp zu 
erwarten (siehe Abb. 4.12). 
Die eigentliche Untersuchung der Chromatin-Struktur erfolgt nun durch PCR-Analyse auf 
dieser DNA-Lösung, die fast nur noch 150bp-Fragmente enthält, die dem DNA-Anteil eines 
Nukleosoms entsprechen. Zu diesem Zweck werden mehrere Primer-Paare so gelegt, dass 
deren Amplifikationsprodukte, deren Länge nicht länger als 100bp betragen sollte, den zu 
untersuchenden DNA-Bereich über eine Distanz von ca. 2000bp abdecken. Die einzelnen 
PCR-Fragmente folgen dabei überlappend aufeinander, so dass der Bereich lückenlos 
amplifiziert werden kann. Die durchschnittliche Überlappung beträgt dabei ca. 15-20bp. Als 
Positiv-Kontrolle werden parallel PCR-Reaktionen auf mehreren Verdünnungsstufen der 
Input-DNA (nicht durch MNase verdaut) durchgeführt. So ist es möglich die relative 
Änderung der MNase-Empfindlichkeit der DNA zu bestimmen. Die Detektion erfolgt durch 
Agarosegelelektrophorese, Anfärbung mit Ethidium-Bromid, UV-Licht-Exposition und 
Darstellung mit dem Chemi-Doc-Video-Dokumentations-System der Firma BIORAD. 
Auswertung und Quantifizierung erfolgt mit der Quantity One-4.4.0-Software der Firma 
BIORAD.  
 
3.10  Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 
 
Die ChIP ist eine sehr sensitive und sehr spezifische Methode zur Untersuchung der 
Interaktion zwischen Proteinen und DNA. Durch die sequentielle Anwendung von 
Immunpräzipitation mit spezifischen Antikörpern und einer PCR lässt sich unter anderem 
sehr genau das funktionelle Zusammenspiel zwischen Transkriptionsfaktoren und 
regulatorischen Elementen der DNA (Promotoren) untersuchen. Es ist also möglich unter in 
vivo-Bedingungen nachzuweisen, welcher Transkriptionsfaktor zu welchem Zeitpunkt 
welchen Bereich der DNA besetzt. Der exprimentelle Ablauf der ChIP-Methode in dieser 
Arbeit basiert auf Teilen des Protokolls der Arbeitsgruppe um Renato Paro (Strutt and Paro 
1999). Dieses Protokoll wurde von Dr. Oliver Dittrich-Breiholz im Rahmen seiner 
Dissertation an einigen Stellen modifiziert. An mehreren Stellen wurden von ihm die 
experimentellen Bedingungen für die speziellen Anforderungen in unserer Arbeitsgruppe 
optimiert. Im Rahmen meiner Arbeit habe ich dieses modifizierte ChIP-Protokoll als 
Methode vollständig übernommen. Details zur Auswahl der speziellen ChIP-Bedingungen 
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und der Interpretation erhaltener Daten können in der Dissertationsarbeit von Dr. Oliver 
Dittrich-Breiholz nachgelesen werden. 
Im Folgenden wird das Prinzip der ChIP-Methode kurz erläutert. 
Formaldehyd wird in einer finalen Konzentration von 1% zur Zellsuspension gegeben. Das 
Formaldehyd diffundiert unter anderem in die Zellkerne und führt zu einer kovalenten 
Vernetzung von Proteinen mit DNA, sowie von Proteinen untereinander. Die so fixierten 
Zellen werden gewaschen und das Material anschliessend sonifiziert. Durch die Sonifizierung 
werden die Zellen aufgeschlossen und das fixierte Chromatin wird so fragmentiert, dass eine 
definierte durchschnittliche DNA-Fragmentgrösse (ca. 500bp) resultiert. Zelltrümmer 
werden abzentrifugiert und das verbleibende lösliche Chromatin (ChIP-Lysat) kann für die 
anschliessende Immunpräzipitation eingesetzt werden. Mit Hilfe spezifischer Antikörper 
werden relevante Epitope von an die DNA gebundenen Proteinen erkannt. Im Anschluss 
werden diese Immunkomplexe mit Protein-G-Sepharose-Beads angereichert. Es folgt eine 
Eluierung von den Beads und das reverse Crosslinking, wo die DNA von den Proteinen 
befreit und aufgereinigt wird. Diese DNA wird nun in einem letzten Schritt einer PCR-
Analyse unterzogen. Hierbei wird versucht bestimmte DNA-Bereiche nachzuweisen, von 
denen angenommen wurde, dass sie Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren enthalten. 
Dazu muss natürlich die Sequenz der zu untersuchenden DNA-Region im vornherein 
bekannt sein. Parallel zu jedem ChIP-Experiment wird aus einem Teil des ChIP-Lysates DNA 
aufgearbeitet (Input-DNA). Mit diesem Material kann die durchschnittliche DNA-
Fragmentgrösse bestimmt werden. Zusätzlich dienen unterschiedliche Verdünnungsstufen 
aus diesem Ansatz als Normalisierungsstandard in der PCR-Analyse. Die PCR-Produkte 
können nun durch Agarose-Gelelektrophorese detektiert und mit entsprechender Software 
(Fa. Biorad) quantifiziert werden. Ein spezifisches ChIP-Signal liegt vor, wenn die absolute 
ChIP-Effizienz nach spezifischer ChIP reproduzierbar mehr als zweifach über dem 
entsprechenden Wert der Negativ-Kontrolle liegt und für den analysierten Bereich 
reproduzierbar mehr als zweifach über dem entsprechenden Wert im Bereich einer 
mindestens 0,5kb entfernten Region liegt. 
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ChIP-Protokoll: 
 
Benötigte Puffer und Lösungen: 
 
Fixierungslösung  Waschlösung A  Waschlösung B 
0,1 M NaCl   0,25% Triton X-100  200 mM NaCl 
1 mM EDTA   10 mM Tris-HCl, pH 8 10 mM TrisHCl, pH8 
0,5 mM EGTA  10 mM EDTA   1 mM EDTA 
50 mM Tris-HCl, pH 8 0.5 mM EGTA  0,5 mM EGTA 
11% Formaldehyd  0,5% Aprotinin  0,5% Aprotinin 
    0,5 mM PMSF  0,5 mM PMSF 
 
TE-Puffer 10 mM Tris , pH 7,5  Eluierungspuffer TE-Puffer mit 1% SDS 
1 mM EDTA 
 
High-Salt-Puffer  ChIP-RIPA-Puffer 
2 M NaCl   10 mM Tris, pH 7,5 
10 mM Tris, pH 7,5  150 mM NaCl 
1 mM NP-40   1% NP-40 
0,5% DOC   1% DOC 
1 mM EDTA   0,5% Aprotinin 
Fixierung:  
 
Die einzusetzenden Suspensionszellen (U937) werden bis zu einer Dichte von max. 6x105 
Zellen/ml angezogen. Die Zellen werden bei 4°C für 8 min bei 300 x g am Gefässboden (50 
ml Falcon-Gefässe , Beckmann Typ : CL-GPKR , 1200 rpm) zentrifugiert. Anschliessend 
werden die Zellpellets mit 10 ml Glaspipetten in kleinen Volumina eiskaltem RPMI-Medium 
vorsichtig resuspendiert und auf eine Dichte von 106 Zellen/ml Medium eingestellt. Die 
Zellsuspension wird im Becherglas auf Eis gerührt. 1/10 Volumen der Fixierungslösung wird 
tropfenweise zugeführt. Nach 45 min wird die Fixierung durch Zugabe von festem Glycin 
(0,125 M) abgestoppt. Die Suspension wird weiter gerührt, bis sich das gesamte Glycin gelöst 
hat. Anschliessend wird wie oben zentrifugiert, mit kaltem PBS gewaschen und erneut 
zentrifugiert. Die Zellpellets werden in Waschlösung A resuspendiert (108 Zellen/5 ml, 15 min 
bei RT auf der Kippe inkubiert und bei 3000 g für 15 min bei 4°C abzentrifugiert. 
Anschliessend wird identisch mit Waschlösung B gewaschen und abzentrifugiert. Die 
resultierenden Pellets werden in ChIP-RIPA-Puffer resuspendiert (5x107 Zelläquivalente/ml). 
Die Proben werden viermal für eine Minute mit jeweils einminütiger Pause in 5 ml-Aliquots 
auf Eis sonifiziert. Die Standard-Parameter sind: Amplitude 50%, Puls 0,5, Sonotrode S7, 
Ultraschallprozessor UP200H (Dr. Hielscher). Die Eintauchtiefe der Sonde sollte ca. 1,5 cm 
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betragen. Das sonifizierte Lysat wird in 2 ml-Eppendorf-Tubes überführt und bei 4°C für 20 
min bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Überstand 
wird sehr vorsichtig abgenommen und für die folgenden ChIPs eingesetzt. Für die 
Aufreinigung der Input-DNA werden 10 µl Lysat abgenommen und direkt einem reversem 
Crosslinking bzw. der DNA-Aufarbeitung unterzogen. 
 
Chromatin-IP: 
 
Für die ChIPs wird jeweils 1 ml Lysat (5x107 Zelläquivalente) mit 2 µg Antikörpern für 
mindestens 3 h bei 4°C auf der Wippe inkubiert. In der Zwischenzeit werden Protein-G-
Sepharose-Beads zweimal mit ChIP-RIPA-Puffer gewaschen und jeweils kurz in der 
Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit anzentrifugiert. In einem Volumen von 200 
µl ChIP-RIPA-Puffer werden pro ChIP 15 µl Beads zu den einzelnen Ansätzen gegeben. Die 
Ansätze werden danach für eine weitere Stunde bei 4°C auf der Wippe inkubiert. Zum Ernten 
der Immunkomplexe wird erneut anzentrifugiert. Das Lysat wird abgenommen und 
verworfen. Die Beads werden in je 1,5 ml der folgenden Puffer für je 10 min bei 4°C 
gewaschen: 1. ChIP-RIPA, 2. ChIP-RIPA, 3. High-Salt, 4. ChIP-RIPA. Es folgt ein kurzer 
Waschschritt in 1,5 ml TE bei RT. Nach Abzentrifugation der Beads wird das TE vollständig 
abgesaugt. 55 µl Eluierungspuffer werden auf die Beads gegeben und die Ansätze werden im 
Eppendorf-Schüttler bei RT und 1200 rpm für 15 min inkubiert. Danach wird wieder 
anzentrifugiert und 50 µl der jeweiligen Eluate werden in neue Gefässe überführt. 
 
Reverses Crosslinking: 
 
Sowohl die ChIP-Eluate als auch die Input-DNA-Proben werden mit TE-Puffer auf 200 µl 
aufgefüllt. Hierbei wird RNAseA bis zu einer finalen Konzentrationvon 50 µg/ml zugegeben 
Die Ansätze werden bei 37°C für 30 min inkubiert. Die Input-DNA-Proben werden auf 0,25% 
SDS nachjustiert und allen Ansätzen werden 5 µl aus einem ProteinaseK-Stock (20 µg/µl) 
zugefügt, so dass eine finale Konzentration von 500 µg/ml resultiert. Die Proben werden für 
mindestens 6 h bei 37°C verdaut. Es folgt eine Inkubation für mindestens 6 h im Wasserbad 
bei 65°C. Nach Abkühlen der Ansätze wird eine Phenol/Isoamylalkohol/Chloroform (PIC)-
Extraktion durchgeführt. Hierfür werden je 200 µl einer P/I/C-Mischung mit den 
Volumenanteilen 25+1+24 zu den Proben gegeben. Es wird für 20 Sekunden gevortext und 
anschliessend für 5 min bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge zentrifugiert. 
Von der oberen Phase werden 180 µl abgenommen und mit dem gleichen Volumen 
Isoamylalkohol/Chloroform (1+24) wie beschrieben neu extrahiert. 150 µl der oberen Phase 
werden anschliessend abgenommen und einer Ethanol-Fällung unterzogen. Hierfür werden 
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jeweils 15 µl 3M NaAc, pH 5,2, 20 µg Glycogen (als Fällungshilfe) und 450 µl Ethanol (100%) 
addiert (Fällung in 2 ml-Eppendorf-Gefässen). Die Fällung wird für 2 h bei –20°C und 
anschliessend 45 min bei –80°C oder über Nacht bei –20°C durchgeführt. Nach der Fällung 
werden die Ansätze für 25 min bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit in der 
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die Überstände werden sehr vorsichtig abgenommen, die 
Gefässe werden auf Eis gestellt und zum Waschen der Präzipitate wird vorsichtig 800 µl 
kaltes Ethanol (70%) in die Eppendorf-Gefässe gegeben. Die Proben werden 10 min auf Eis 
stehengelassen und anschliessend für 5 min bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit in der 
Tischzentrifuge zentrifugiert. Nach vorsichtiger Abnahme des Ethanols werden die Pellets an 
der Luft getrocknet und anschliessend in 50-250 µl TE-Puffer aufgenommen. Zum 
vollständigen Lösen der DNA werden die Proben für 15 min im Eppendorf-Schüttler bei 37°C 
und 1200 rpm geschüttelt. Die Konzentration der Input-DNA wird photometrisch bestimmt 
Für die Bestimmung der durchschnittlichen DNA-Fragmentgrösse werden 0,6-1,0 µg der 
aufgereinigten Input-DNA in einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Die aufgereinigte DNA 
wird generell bei –20°C gelagert. 
 
PCR-Analyse: 
 
PCR-Ansatz : 3 µl 10x Hotstar-PCR-Puffer (Fa.QIAGEN) 
3 µl dNTP-Mix (4x2 mM), final 4x0,2 mM 
3 µl Primer-Gemisch (Forward- und Reverse-Primer , je 10 µM), 
       final je 1 µM 
18 µl PCR-Wasser 
0,5 µl Hotstar-Taq-Polymerase (QIAGEN), final 2,5 U/Ansatz 
2,5 µl DNA-Template 
 
Standard-PCR-Protokoll : 1.) Vordenaturierung 
         +Aktivierung des Enzyms   95°C , 15 min 
2.) Denaturierung    94°C , 20 sec 
3.) Annealing     60°C , 20 sec        36-39 Zyklen 
    4.) Elongation     72°C , 20 sec 
5.) Finale Elongation    72°C , 7 min 
 
Für die Standard-PCR wurden 1/20 der einzelnen ChIP-DNA-Ansätze, d.h. in der Regel 2,5 
µl, eingesetzt. Für die meisten der verwendeten Primer-Paare ergab die Kombination von den 
Input-DNA-Verdünnungsstufen 32 ng, 8 ng und 2 ng mit der Zyklenzahl 34 einen 
aussagekräftigen Messbereich. Ergab sich aufgrund der ChIP-DNA-Signalintensitäten die 
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Notwendigkeit, andere Input-DNA-Verdünnungsstufen einzusetzen, so wurde pro 
Halbierung (bzw. Verdoppelung) der Input-DNA-Mengen die PCR-Zyklenzahl um eine Zahl 
erhöht (bzw. verringert). Dies bedeutete beispielsweise beim Einsatz der Verdünnungsstufen 
8 ng, 2 ng und 0,5 ng eine Zyklenzahl von 36. 
 
Quantifizierung: 
 
Die PCR-Produkte werden durch Agarosegelelektrophorese, Ethidiumbromid-Färbung, UV-
Licht Exposition und mit dem Chemi-Doc-Videodokumentations-System der Firma BIORAD 
detektiert und als digitalisierte Gelbilder abgespeichert. Diese Gelbilder können nun mit der 
QuantityOne-4.4.0-Software der Fa. BIORAD qualitativ und auch quantitativ ausgewertet 
werden. Mit diesem Programm werden durch Quantifizierung der Signalintensitäten der 
Input-DNA-Verdünnungsreihe Eichkurven erstellt, anhand derer die relativen 
Signalintensitäten der ChIP-Amplifikationsprodukte ermittelt werden können. 
 
3.11  Software für DNA-Sequenz-Analysen 
 
3.11.1  MacVector 
 
Dieses Programm ermöglicht vergleichende DNA-Sequenz-Analysen. Verwendet wurde die 
Version MacVectorTM 6.5.3. Das Programm ist ein Produkt der Genetics Computer Group 
(Oxford Molecular Company) 
 
3.11.1  DNA-Strider 
 
Mit Hilfe dieses Programms wurden DNA-Restriktionskarten erstellt. Verwendet wurde die 
Version DNA-StriderTM1.3. 
 
3.11.3 BLAST 
 
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) ist ein Programm, das eine DNA-Datenbank 
nach seiner Arbeits-DNA ähnlichen, verwandten oder homologen Sequenzen durchsucht. 
Das Programm ist über die NCBI-Homepage (www.ncbi.nlm.nih.gov) frei zugänglich. 
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3.12 Verwendete Bakterienstämme und Anlegen von 
Glycerolstocks 
 
Bakterienstamm :  XL10 gold 
TetrΔ (mcrA)183, Δ (mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44 thi-1, 
recA1, gyrA96, relA1, lac, Hte [F´proAB lacqZΔM15 Tn10 (Tetr)Amy 
Camr]a 
Dieser Bakterienstamm wurde für alle Plasmid-Amplifikationsarbeiten benutzt. Um 
dauerhaft einen Stock an transformierten Bakterien vorrätig zu haben, wurden 
Glycerolstocks angelegt. Dazu wurden einer Bakterienkultur 500 µl entnommen und im 
Verhältnis 1:1 mit Glycerol 100% vermischt. Diese Bakteriensuspension wurde dann bei –
80°C gelagert. 
 
 
3.13  Plasmid-Vektoren 
 
3.13.1 Klonierungsvektoren: 
 
A ) pBluescript KS+, (pBS/KS+) 
Der Vektor ist 2964bp lang und enthält ein Ampicillin-Resistenzgen. Er wurde in 
transienten Transfektionen als Auffüll-Vektor benutzt und diente als 
Klonierungsvektor für den humanen mad1-Promotor. 
 
B )  pBS/KS+-HuMadProm  
Ein Fragment des humanen mad1-Promotor wurde in die EcoRI/BamHI-Schnittstelle 
von pBS/KS+ kloniert. Unter Verwendung derXhoI/BamHI-Schnittstelle wurde dieses 
Fragment in den pGL2-Basic-Vector subkloniert. Eine Plasmidkarte zu dem Vektor ist 
im Kapitel „Durchführung und Ergebnisse“ zu finden. 
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3.13.2 Reporter-Gen-Plasmide: 
 
A ) pGL2-Basic-Vector  
Der pGL2-Basic-Vector enthält keine Promotor- und Enhancer-Sequenzen. Das 
Einsetzen eines funktionalen Promotors aufwärts vom Luciferase-Gen führt zur 
Produktion von Lumineszens in Extrakten transfizierter Zellen. Der pGL2-Basic-
Vektor ist 5597bp lang und enthält ein Ampicillin-Resistenz-Gen zur Selektion. In 
diesen Vektor wurden der murine (B. Pulverer) und auch der humane mad1-Promotor 
kloniert. 
 
B ) pGL2-MuMadProm  
Ein Promotor-Fragment von 1,4kb Länge des murinen mad1-Genes wurde von Dr. B. 
Pulverer (Institut für Biochemie, Universität Innsbruck) in den pGL2-Basic –Vektor 
kloniert. 
 
C ) pGL2-HuMadProm  
Im Rahmen meiner Arbeit wurde aus pBS/KS+-HuMadProm das Promotor-Fragment 
des humanen mad1-Genes in die XhoI/BglII-Schnittstelle des pGL2-Basic-Vektors 
subkloniert. Eine Plasmidkarte zu dem Vektor ist im Kapitel „Durchführung und 
Ergebnisse“ zu finden. 
 
3.13.3 Eukaryotische Expressionsvektoren: 
 
A ) pEQ176  (Firzlaff et al. 1991) 
Dieser Vektor wurde zur Standardisierung der transienten Transfektionen benutzt. 
Der frühe CMV-Promotor exprimiert konstitutiv die β-Galactosidase in 
eukaryotischen Zellen. Der Vektor trägt zusätzlich eine Ampicillinresistenz. 
 
B ) pLNCX-GCSF/R 
Expressionsvektor des humanen GCSF-Rezeptors. Freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt durch Prof. Welte, Direktor der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und 
Onkologie der Medizinischen Hochschule Hannover. 
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C ) pCMV-c-Myb 
Die cDNA von c-Myb wurde als BamHI-Fragment über die BglII-Schnittstelle in   
pEQ176P2 kloniert. Der Expressionsvektor wurde nach dem Insert und dem CMV-
Promotor von pEQ176P2 benannt (Oelgeschläger et al., 1995). 
 
D ) pCMV-PU.1 
Die PU.1-cDNA aus pGEM1 (Klemsz et al. 1990) wurde durch Restriktionsspaltung 
mit EcoRI, anschliessender Klenow-Reaktion und Restriktionsspaltung mit HindIII 
isoliert. pEQ176P2 wurde mit HindIII und PvuII gespalten und mit dem PU.1-
Fragment ligiert (Oelgeschläger et al., 1995). 
 
E ) pCB6+-C/EBPα 
Die cDNA von C/EBP  wurde von M. Oelgeschläger aus dem pMSV-C/EBP -
Expressionsvektor durch Restriktionsverdau mit EcoRI und HindIII geschnitten und 
in pCB6+ über die EcoRI/HindIII-Schnittstelle kloniert (Oelgeschläger et al. 1996). 
Das pMSV-Konstrukt wurde von S. McKnight zur Verfügung gestellt (Friedman et al. 
1989; Cao et al. 1991) 
 
F ) pCB6+-C/EBPβ 
 Die cDNA von C/EBP  wurde von M. Oelgeschläger aus dem pMSV-C/EBP -
Expressionsvektor durch Restriktionsverdau mit EcoRI und HindIII geschnitten und 
in pCB6+ über die EcoRI/HindIII-Schnittstelle kloniert (Oelgeschläger et al. 1996). 
Das pMSV-Konstrukt wurde von S. McKnight zur Verfügung gestellt /Friedman et al. 
1989; Cao et al. 1991) 
G ) pcDNA3-C/EBPε 
Das Expressionsplasmid für das humane C/EBP  wurde freundlicherweise von 
Herrn Dr. W. Verbeek, Klinik für Hämatologie und Onkologie der Medizinischen 
Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt (Yamynaka et al. 1997, Williamson et al. 
1998) 
 
H ) pSBC-STAT1 
Die cDNA des humanen STAT1 ist über BamHI/SmaI-Schnittstelle in den 
Expressionsvektor pSBC-2 kloniert worden. Sie wurde freundlicherweise durch Prof. 
Welte, Direktor der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie der 
Medizinischen Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt. 
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I ) pmusSTAT3 
Zhong Z, Wen Z, Darnell JE Jr. 
Laboratory of Molecular Cell Biology, Rockefeller University, New York, NY 10021. 
Stat3: a STAT family member activated by tyrosine phosphorylation in response to 
epidermal growth factor and interleukin-6. 
Science. 1994 Apr 1;264(5155):95-8. 
 
K ) pLNCX 
 Leervektor zum G-CSF/R-Expressionsplasmid. Freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt durch Prof. Welte, Direktor der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und 
Onkologie der Medizinischen Hochschule Hannover. 
 
I ) pEQ176 P2  (Firzlaff et al. 1991) 
Durch Restriktionsverdau von pEQ176 P2 mit Pvu II und Religation des verbliebenen 
Vektors wurde ein Grossteil der β-Galactosidase-cDNA entfernt. pEQ176 P2 diente in 
der transienten Transfektion als Leevektor zu den c-Myb und PU.1-Expressions-
Plasmiden. 
 
J ) pSP 
pSP ist ein auf pBS (Stratagene) basierender eukaryontischer Expressionsvektor mit 
dem SV40-early-Promotor. In der transienten Transfektion diente er als Leervektor 
zum pSBC-STAT1. 
 
K ) pCB6+ 
Die Bgl II, Eco RI, Kpn I, Not I, Cla I,Eco RV, Hind III, Xba I und Bam HI 
Schnittstellen liegen zwischen einem CMV-IE-Promotor und einer 
Terminationssequenz vom humanem Wachstumshormon (hGH). Der Vektor kodiert 
für Resistenzen gegen Neomycin und Ampicillin, hat einen SV40-
Replikationsursprung von pBR322. pCB6+ diente in der transienten Transfektion als 
Leervektor zu den Expressionsplasmiden von C/EBPα und β. 
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L ) pcDNA3 
pcDNA3 ist ein eukaryotisches Expressionsplasmid unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Der Vektor kodiert für Resistenzen gegen Neomycin und Ampicillin, hat 
einen SV40 Replikationsursprung und einen bakteriellen Replikationsursprung von 
pBR322. pcDNA3 diente in der transienten Transfektion als Leervektor zum C/EBPε-
Expressionsplasmid. 
 
3.14 Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor [Granulocyte 
Colony Stimulating Factor (G-CSF)] 
 
In dieser Arbeit wurde rekombinantes humanes G-CSF (0,3 mg/ml, Lot.635L0B) der Firma 
Amgen Inc. (USA) verwendet. Das Zytokin wurde uns freundlicherweise durch Prof. Welte, 
Direktor der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie der Medizinischen 
Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt. In allen durchgeführten Experimenten wurde 
das G-CSF in einer Konzentration von 100 ng/ml eingesetzt. 
 
3.15  Oligodesoxynucleotide / Primer 
 
Sämtliche Oligonucleotide/Primer wurden von MWG Biotech bezogen. Das Produkt wurde 
lyophilisiert geliefert. Die Primer wurden in DNA-freiem dH2O gelöst, so dass eine 
Konzentration von 100 pmol/µl erreicht wurde. Da die gelieferten absoluten Mengen für die 
einzelnen Primer unterschiedlich sind, wurde vom Hersteller das entsprechende 
Lösungsvolumen mitangegeben. Die Arbeitslösung bestand in einer 1:10-Verdünnung dieser 
Primer-Lösung. Das in der PCR eingesetzte Volumen betrug wiederum 1/10 des 
Reaktionsvolumens. Daraus resultiert in der PCR-Reaktion eine Primer-Konzentration von 1 
pmol/µl. Name, Verwendung, Sequenz, Länge und Schmelztemperatur der Primer sind der 
nachstehenden Tabelle 3.1 zu entnehmen, die Lokalisation ist im Kapitel „Durchführung 
und Ergebnisse“ bei der entsprechenden Versuchsbeschreibung graphisch dargestellt. 
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Tab. 3.1 Oligodesoxynukleotide/Primer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Name Sequenz Xmer Tm in °C 
Klonierungsprimer für den Humanen Mad1-Promoter 
1 
2 
HuMad1Prom-Klon fw 
HuMad1Prom-Klon bw 
5´-GAGAATTCACAAAAATTAGCCGGGCG-3´ 
5´-GAGGATCCGCACCGGGGGCCGGAG-3´ 
26 
24 
74.7 
63.2 
Sequenzierprimer 
3 Seq2 fw 5´-GCCGAGATCGCGCCATTGC-3´ 19 63.1 
4 Seq3 bw 5´-TCGCAACTCCGCCTCGTGC-3´ 19 63.1 
5´-RACE-Primer 
5 Hu-5´-RACE Sp1 5´-CGGAGTCGGAGCGCTCCG-3´ 18 65.1 
6 Hu-5´-RACE Sp2 5´-AGCTGGTCGATTTGGTGAACG-3´ 21 59.8 
7 Hu-5´-RACE Sp3 5´-CACAAGCGAAGATGAGCCCG-3´ 20 61.4 
8 Mu-5´-RACE Sp1 5´-ATGCTGCCTCGCTCGTCCG-3´ 19 63.1 
9 Mu-5´-RACE Sp2 5´-CTCGGCACCCAGCTTCTCC-3´ 19 63.1 
10 Mu-5´-RACE Sp3 5´-AGCTCAGAGTGGTGTGTCGG-3´ 20 61.4 
ChIP-Primer 
11 
12 
5´/-4099 fw 
5´/-4099 bw 
A 
5´-TGGTGCAATTATGCTCACTGG-3´ 
5´-TAATCTCAACACTTTGGGAGGC-3´ 
21 
22 
57.9 
58.4 
13 
14 
5´/-2875 fw 
5´/-2875 bw 
B 
5´-CCCTAGTTGGTGTTGCTGGC-3´ 
5´-AGTCCTATTTCAGTATCATGACC-3´ 
20 
23 
61.4 
57.1 
15 
16 
P1/fw 
P1/bw 
C 
5´-ATCAGCCACTTAGGGCTCGC-3´ 
5´-CACCCCCTCTTTCCAACTGG-3´ 
20 
20 
61.4 
61.4 
17 
18 
P2/fw 
P2/bw 
D 
5´-TTGGCCAATACTAACAAAGC-3´ 
5´-CCCGCCCCTACACTTGTGCG-3´ 
20 
20 
53.2 
65.5 
19 
20 
P3/fw 
P3/bw 
E 
5´-GGGCCTTGTCAAGTGTGACC-3´ 
5´-ACCCGGAGCAGAGCAGCAGC-3´ 
20 
20 
61.4 
65.5 
21 
22 
3´/+1176 fw 
3´/+1176 bw 
F 
5´-ATATTGTAGGTGACACAAACTGC-3´ 
5´-ATCTCACTTGAAGCTTCCACAG-3´ 
23 
22 
57.1 
58.4 
23 
24 
3´/+2623 fw 
3´/+2623 bw 
G 
5´-ATGAGATGTTGAAGTGGCTTGG-3´ 
5´-TCACTATCAGTCAGGTGTATGG-3´ 
22 
22 
58.4 
58.4 
 
Primer für das Nucleosomal Mapping 
 
25 
26 
NSM 6 fw 
NSM 6 bwA 
5´-TACTGCAGCCCGATTCCAGC-3´ 
5´-TTGAGAAGAAAAGCCGGCCG-3´ 
20 
20 
61.4 
59.4 
27 
28 
NSM 7 fw 
NSM 7 bwA 
5´-TTCTTCTCAAGCCCCGCAGC-3´ 
5´-TCCCGAAGAGCGGTGCAGG-3´ 
20 
19 
61.4 
63.1 
29 
30 
NSM 8 fw 
NSM 8 bw 
5´-AGCCTGCACCGCTCTTCGGG-3´ 
5´-TGGTGGCCGCGGCCCTGG-3´ 
20 
18 
65.5 
67.4 
31 
32 
NSM 9 fw 
NSM 9 bw 
5´-TCCAGGGCCGCGGCCACC-3´ 
5´-AATGGAAGGCTGGCACCTCG-3´ 
18 
20 
67.4 
61.4 
33 
34 
NSM 10 fw 
NSM 10 bw 
5´-AGGTGCCAGCCTTCCATTCG-3´ 
5´-CCGGCCTTGCCTCGGACC-3´ 
20 
18 
61.4 
65.1 
35 
36 
NSM 11 fw 
NSM 11 bw 
5´-AGGTCCGAGGCAAGGCCG-3´ 
5´-ATTGGCTGGGAGGGCCGG-3´ 
18 
18 
62.8 
62.8 
37 
38 
NSM 12 fw 
NSM 12 bw 
5´-CGGCCCTCCCAGCCAATGC-3´ 
5´-TTTCTCCAGGCCAGGCGAGC-3´ 
19 
20 
65.3 
63.5 
39 
40 
NSM 13 fw 
NSM 13 bw 
5´-TCGCCTGGCCTGGAGAAAGG-3´ 
5´-AGAAGGCAAGCACCTCGCCG-3´ 
20 
20 
63.5 
63.5 
41 
42 
NSM 14 fw 
NSM 14 bwA 
5´-GACCGGCGAGGTGCTTGC-3´ 
5´-CCTTGTTTCCCATTGGTTCTATACC-3´ 
18 
25 
62.8 
61.3 
43 
44 
NSM 15 fwB 
NSM 15 bwB 
5´-GTTGTTGGTATAGAACCAATGGG-3´ 
5´-GCTCCACCCCCTCTTTCC-3´ 
23 
18 
58.9 
60.5 
45 
46 
NSM 16 fwB 
NSM 16 bwA 
5´-TGGAAAGAGGGGGTGGAGC-3´ 
5´-ACACTTGTGCGATTGGGAGAGG-3´ 
19 
22 
61.0 
62.1 
47 
48 
NSM 17 fw 
NSM 17 bw 
5´-AAGCCCTCTCCCAATCGCAC-3´ 
5´-TCTCTTGACAGGCCAGCTTCG-3´ 
20 
21 
61.4 
61.8 
49 
50 
NSM 18 fw 
NSM 18 bw 
5´-AGCTGGCCTGTCAAGAGAAGG-3´ 
5´-AGAGCAGCAGCCGCCACC-3´ 
21 
18 
61.8 
62.8 
51 
52 
NSM 19 fw 
NSM 19 bw 
5´-TGGCGGCTGCTGCTCTGC-3´ 
5´-AACCACGCTCGACAAGAGAGG-3´ 
18 
21 
62.8 
61.8 
53 
54 
NSM 20 fw 
NSM 20 bw 
5´-TCTCTTGTCGAGCGTGGTTGC-3´ 
5´-AGCCCGCTATGGAGCCCGC-3´ 
21 
19 
61.8 
65.3 
55 
56 
NSM 21 fw 
NSM 21 bw 
5´-AGCGGGCTCCATAGCGGGC-3´ 
5´-TGCACCGGGGGCCGGAGC-3´ 
19 
18 
65.3 
67.4 
57 
58 
NSM 22 fw 
NSM 22 bw 
5´-TCCCGTGGCTCCGGCCC-3´ 
5´-CCGCCGCTCCAGATAGTCG-3´ 
17 
19 
64.8 
63.1 
59 
60 
NSM 23 fw 
NSM 23 bw 
5´-GACTATCTGGAGCGGCGGG-3´ 
5´-TGAGGCCGGCCCCACAGG-3´ 
19 
18 
63.1 
65.1 
61 
62 
NSM 24 fw 
NSM 24 bw 
5´-TGTGGGGCCGGCCTCAGG-3´ 
5´-AGCCAGAGGGGTTGGGAGC-3´ 
18 
19 
65.1 
63.1 
63 
64 
NSM 25 fw 
NSM 25 bw 
5´-TCCCAACCCCTCTGGCTCTC-3´ 
5´-GCAGCCCCTTCTCCACCCC-3´ 
20 
19 
63.5 
65.3 
65 
66 
NSM 26 fwB 
NSM 26 bwA 
5´-AATGAATGGGGTGGAGAAGGGG-3´ 
5´-AGGCTATCGGAGGGGGC-3´ 
22 
17 
62.1 
60.0 
67 
68 
NSM 27 fw 
NSM 27 bw 
5´-GCCGGGGCCCCCTCCG-3´ 
5´-AGACTGGGGCGCCGGGC-3´ 
16 
17 
67.1 
64.8 
69 
70 
NSM 28 fw 
NSM 28 bw 
5´-CCCGGCGCCCCAGTCTCC-3´ 
5´-ACCAGCTCAGGCGAAGGTGC-3´ 
18 
20 
67.4 
63.5 
71 
72 
NSM 29 fw 
NSM 29 bw 
5´-ACCTTCGCCTGAGCTGGTTC-3´ 
5´-TGGCTAGGCTCACGCAGCC-3´ 
20 
19 
61.4 
63.1 
73 
74 
NSM 30 fw 
NSM 30 bwA 
5´-AGGCTGCGTGAGCCTAGCC-3´ 
5´-AAATTGTGTGAATATCGTCAATTCGG-3´ 
19 
26 
63.1 
58.5 
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3.16  Antikörper 
 
Tab. 3.2 Verwendete Antikörper 
 
Antikörper Firma Cat.Nr. Anwendung 
α-Cytochrom c 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 7159 
ChIP,  
Negativ-Kontrolle 
α-c-Myb 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 7874 ChIP 
α-PU.1 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 352 ChIP 
α-AcH4 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Upstate 
#06-
598 
ChIP 
α-AcH3 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Upstate 
#06-
866 
ChIP 
α-PolC21 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 900 ChIP 
α-PolN20 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 899 ChIP 
α-c-Myc 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 764 ChIP 
α-STAT1 
monoklonaler IgG-AK der 
Maus 
(mouse monoclonal IgG) 
BD Transduction Laboratories S21120 ChIP 
α-STAT 3 
polyklonaler IgG-AK vom 
Kaninchen 
(rabbit polyclonal IgG) 
Santa Cruz Biotechnology, INC sc 482 ChIP 
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4.  DURCHFÜHRUNG UND ERGEBNISSE 
 
4.1  Vorarbeiten 
 
Der zelluläre Differenzierungsprozess der humanen myeloischen Zell-Linien U937 und HL-
60 stellt ein gut charackterisiertes Modellsystem zur Analyse des Myc/Max/Mad-Netzwerkes 
dar. So konnte L.G. Larsson, ein ehemaliger Mitarbeiter der Arbeitsgruppe um Prof. B. 
Lüscher, in seinen Studien zeigen, dass die Mitglieder des Myc/Max/Mad-Netzwerks im 
Rahmen der Myelopoese auf transkriptioneller Ebene entgegengesetzt reguliert sind. Er 
beobachtete in U937- und HL-60-Zellen nach TPA-Stimulation eine Zunahme der mad1-
Expression bei gleichzeitiger Abnahme der myc- und Konstanz der max-Expression (Larsson 
et al. 1994). Eine Zunahme der mad-Expression ist dabei mit einem Fortschreiten in der 
Differenzierung verbunden. U937-Zellen, die mit dem Cytokin G-CSF und TPA stimuliert 
wurden, zeigten einen Anstieg der mad1-RNA-Menge nach zwei Stunden (Abb. 4.1) (A. 
Sommer, Dissertation). 32Dcl3-Zellen, murine myeloische Vorläuferzellen, zeigten nach 
Stimulation mit G-CSF eine Inhibition der Proliferation (Abb. 4.2). Dies könnte durch eine 
erhöhte mad1-Expression erklärt werden und lässt die Schlussfolgerung zu, dass die mad1-
Expression ein G-CSF-regulierter Prozess sein könnte. Zwei wichtige 
Signaltransduktionswege werden durch G-CSF aktiviert. Zum einen der JAK/STAT-Weg, der 
in der Dimerisierung transaktivierender STAT-Proteine mündet und zum anderen der 
Ras/MAPK-Weg, der in der Aktivierung nukleärer Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Myb, 
C/EBPs, Ets-Faktoren etc.) endet. c-Myb, C/EBP und PU.1 regulieren die Expression der 
Neutrophilen Elastase (NE), einem wichtigen Differenzierungmarker granulozytärer Zellen 
(Oelgeschläger et al. 1996). Somit können die oben genannten Transkriptionsfaktoren auch 
als mögliche Transaktivatoren des mad1-Promotors postuliert werden. Bernd Pulverer 
klonierte erstmalig den murinen mad1-Promotor. Als Reportergen-Konstrukt in 
Reportergen-Assays eingesetzt konnte ein positiver Effekt der STATs auf die mad1-
Expression und eine G-CSF-Abhängigkeit der Transaktivierung nachgewiesen werden. Dabei 
zeigten die Versuche keine signifikanten Unterschiede zwischen der alleinigen 
Kotransfektion der STAT-Faktoren und der alleinigen Kotransfektion und Stimulation des 
GCSF/Rs. Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage für die auf den folgenden Seiten 
erörterten Experimente, die ich im Rahmen meiner Doktorarbeit durchführte. 
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Abb. 4.1 : Detektion von c-myc- und mad1-mRNA im Northern Blot von TPA- bzw. G-CSF-behandelten 
U937-Zellen. Logarithmisch wachsende U937-Zellen wurden mit TPA (1,6x10-8 M) oder humanem rekombinanten 
G-CSF (10 ng/ml) für 0, 2, 6, 24 und 48 h behandelt (A. Sommer, Dissertation 1997). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.2 : Auszählung und Beobachtung des Wachstumsverhaltens muriner 32Dcl3-Zellen nach G-CSF-
Stimulation. Es wurden am Tag 0 2,5x105 Zellen/ml ausgesät und alle 24 h in einer Neubauer-Zählkammer 
ausgezählt. Murine 32Dcl3-Zellen zeigen ein IL-3-abhängiges Wachstum. In vier verschiedenen Ansätzen wurden 
Zellen einer Kombination von IL-3 (5%) und G-CSF (100 ng/ml), nur IL-3, nur G-CSF oder keinem dieser Cytokine 
ausgesetzt. Kultivierung ohne Zusatz eines dieser Cytokine führt schon nach einem Tag zu einem Absterben der 
Zellen. Die Kombination von IL-3 und G-CSF zeigt eine geringe Steigerung des Wachstums gegenüber 
denjenigen Zellen, die nur mit IL-3 behandelt wurden. Wohingegen nur mit G-CSF behandelte Zellen eine fast 
50%ige Reduktion des Wachstums zeigen. Es bleibt unklar ob dieser beobachtete G-CSF-Effekt durch Inhibition 
von Apoptose zustande kommt oder durch direkten Antagonismus von Proliferationsmechanismen. 
Abb. 4.1  Northern-Blot: mad1- und myc-Expression nach  
                TPA- und G-CSF-Stimulation in humanen U937-Zellen 
Abb. 4.2  Wachstumsverhalten muriner 32Dcl3-Zellen 
      nach G-CSF-Stimulation  
a
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4.2 Identifizierung einer Homologie-Box im mad1-Promotor 
und von Bindestellen für Transkriptionsfaktoren 
 
Mit dem BLAST-Search-Programm auf der NCBI-Homepage lässt sich eine umfangreiche 
DNA-Datenbank auf homologe/ähnliche Sequenzen durchsuchen. Nach Eingabe der mad1-
cDNA-Sequenz (Acc. No. L06895, Ayer et al. 1993) lieferte es unter anderem die 
genomischen mad1-Sequenzen von Mensch (Acc.No. AC019206), Maus (Acc.No. AC055704) 
und Ratte (Acc.No. AC112554) als sogenannte HTGS (High Throughput Genomic Sequences). 
Diese Sequenzen enthalten das gesamte Gen, sowie weite Bereiche oberhalb (5´) des 
Translationsstarts. Ein Fragment von ca. 1500bp Länge direkt oberhalb des 
Translationsstarts wurde als möglicher Promotor angenommen. Mit Hilfe des MacVector-
Programms wurden diese Fragmente aller drei Spezies miteinander verglichen (Alignement), 
um ähnliche Bereiche aufzudecken. Dies ist deshalb interessant, weil homologe DNA-
Abschnitte zwischen verschiedenen Spezies wie Mensch und Nager auf funktionell wichtige 
Regionen hinweisen. Maus- und Rattensequenz zeigen, wie zu erwarten, eine Homologie von 
fast 100% über dem gesamten untersuchten Abschnitt. Im Vergleich dieser Sequenzen mit 
der des Menschen konnte eine Region, im folgenden als Homologie-Box bezeichnet, 
identifiziert werden, die immer noch eine Homologie von 69,2% zeigt (Abb. 4.3). Diese Box 
ist 406bp lang und deren 3´-Ende ist im menschlichen Promotor 229bp vom 
Translationsstart entfernt. Der mad1-Promotor ist sehr GC-reich und enthält keine TATA-
Box. Weitere Hinweise auf deren funktionelle Relevanz erhält man durch das Vorkommen 
mehrerer Bindestellen für Transkriptionsfaktoren. So konnten für die Transkriptionsfaktoren 
der C/EBP-Familie sowohl beim Menschen als auch beim Nager fünf potentielle Bindestellen 
(CCAAT) gefunden werden. Der Nager-Promotor enthält noch eine zusätzliche C/EBP-
Bindestelle. Für c-Myb konnte nur eine Bindestelle gefunden werden, die sowohl im 
Menschen als auch in Maus und Ratte vorkommt. Der Mensch enthält noch eine Zusätzliche, 
dafür aber eine weniger spezifische. Potentielle Bindestellen für Ets-Faktoren (z.B. PU.1) 
findet man fünfmal, teils aber mit erheblichen Unterschieden bezüglich Position und 
Sequenz. Für Sp1 gibt es zwei sehr gut konservierte Bindestellen (zwei zusätzliche Sp1-
Bindestellen finden sich im Maus- und Ratten-Promotor) und für STAT-Faktoren ebenfalls 
zwei Bindestellen sowohl im Mensch- als auch Nager-Promotor. Die Bindestellen für die 
STAT-Faktoren entsprechen nicht eindeutig der in der Literatur beschriebenen Consensus 
Binding Site (TTN5AA). Die optimale Bindestelle für STATs ist ein Palindrom, für welche die 
Basenabfolge TTN3-6AA essentiell ist. Die höchste Bindungskapazität besitzt das TTN5AA-
Motiv. Betrachtet man nur die mittleren Basen, so ist mehr die Basenanzahl für die 
Bindungskapazität bestimmend als die Basenabfolge. Trotzdem wird auch durch die Sequenz 
zwischen dem TT...AA-Motiv determiniert, welche STAT-Dimere an das Motiv binden. So 
können fast alle beschriebenen STAT-Dimere an TTN5AA binden. Nur STAT3-Dimere 
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können auch an TTN4AA binden (Seidel et al. 1995). Im mad1-Promotor findet man nur eine 
Bindestelle mit einem TTN4AA-Motiv. Die andere enthält einen 3bp-Spacer, was die 
Spezifität stark herabsetzt. Erwartungsgemäss zeigen sich auch, wie später beschrieben, in 
Reporter-Gen-Assays entsprechend niedrige Transaktivierungssignale durch STAT1 und 
STAT3 (Seidel et al. 1995). 
 
  
 
Abb. 4.3 : Alignement von mad1-Promotor-Sequenzen von Mensch, Maus und Ratte. 
Für potentielle Promotor-Sequenzen des mad1-Gens von Mensch, Maus und Ratte wurde ein Alignement 
durchgeführt. Ein ca. 1500bp langer Abschnitt oberhalb des Translationsstarts wurde definiert und im Alignement 
eingesetzt. Die als Homologie-Box bezeichnete Region wird durch eckige Klammern eingefasst. Der 
Transkriptionsstart liegt am 3´-Ende dieser Region. Potentielle Bindestellen für Transkriptionsfaktoren sind durch 
farbige Kästen hervorgehoben 
Abb. 4.3  Homologie-Box im mad1-Promotor 
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4.3 Aufklärung der genomischen Organisation des 
humanen mad1-Gens 
 
Jedes Gen besteht aus einer alternierenden Abfolge von Exonen und Intronen. Exone sind 
die kodierenden Abschnitte eines Genes, zwischen ihnen liegen die Introne (nicht-kodierende 
DNA). Die Transkription bezeichnet die Synthese einer sogenannten hnRNA. Diese enthält 
sowohl Exone als auch Introne. In einem Prozess, Splicing genannt, werden die Introne 
herausgeschnitten und die Exone zur eigentlichen mRNA zusammengefügt. Auch auf dieser 
Ebene stehen dem Organismus Regulationsmöglichkeiten für die Genexpression zur 
Verfügung. Durch alternatives Splicing zum Beispiel können aus einem Gen unterschiedliche 
Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften synthetisiert werden. Die Exon/Intron-
Grenzen sind durch eine spezifische Basenabfolge gekennzeichnet, die durch die Splicing-
Maschinerie erkannt werden kann. Essentiell ist ein AG-Motiv am Anfang (5´) und ein GT-
Motiv am Ende (3´) eines Introns. 
Möchte man nun die Exon/Intron-Struktur eines Genes bestimmen, kann man ein 
Alignment durchführen, indem man die Sequenz einer cDNA mit der genomischen Sequenz 
vergleicht. Ein Alignment identifiziert eindeutig homologe Sequenzen, so dass in diesem Fall 
Exone als Homologie-Boxen erscheinen. Nicht-homologe Sequenzen dazwischen sind die 
Introne. 
Wie oben besprochen, wurde bei der Datenbanksuche ein HTGS-Fragment humaner 
genomischer DNA gefunden, welche homolog zur cDNA des humanen mad1-Gens ist. Ein 
HTGS-Fragment besteht aus mehreren Abschnitten (Contigs), die lückenlos 
durchsequenziert sind, deren Reihenfolge aber nicht der in vivo-Situation entspricht. Auch 
die Orientierung ist nicht immer korrekt. Mit Hilfe des MacVector-Programms wurde nun 
jedes einzelne Contig mit der cDNA des humanen mad1-Gens verglichen. Auf diese Weise 
wurden nach Korrektur der Orientierung Contig 7 und Contig 8 als diejenigen Abschnitte 
identifiziert, die homologe Bereiche zur humanen mad1-cDNA enthalten. Contig 8 liegt 
oberhalb (5´) von Contig 7. Das humane mad1-Gen besteht aus sechs Exonen, wovon Exon1 
und Exon2 im Contig 8 liegen und die Exone 3, 4, 5 und 6 im Contig 7. Zwischen ihnen 
befinden sich die Introne. Es lassen sich alle Merkmale finden, die die Exon/Intron-Grenzen 
kennzeichnen. Jedes Intron beginnt mit einem AG und endet mit einem GT. Abb. 4.4 
illustriert die Exon/Intron-Struktur des mad1-Gens: dargestellt ist die relative Position der 
Exone zueinander und die Länge der Exone und Introne. Abb. 4.5 stellt die kodierende 
DNA-Sequenz der Aminosäuresequenz des Mad1-Proteins gegenüber. 
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Abb. 4.4 Exon- / Intronstruktur des humanen mad1-Gens. Die Exone sind durch rote und blaue 
Kästen gekennzeichnet. Dazwischen befinden sich jeweils die Introne (durch eine schwarze Linie 
gekennzeichnet). Die Exon- /Introngrössen sind jeweils in Basenpaaren angegeben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.5 Das mad1-Gen: kodierende DNA und Aminosäure-Sequenz. Die Exone sind alternierend rot 
und blau gekennzeichnet (vgl. Abb. 4.4). Oberhalb der DNA-Sequenz sind die Aminosäuren dem jeweiligen 
Codon zugeordnet. 
Abb. 4.4 Exon / Intron-Struktur des humanen mad1-Genes 
 M  A  A  A  V  R  M  N  I  Q  M  L  L  E  A  A  D  Y  L  E  
atggcggcggcggttcggatgaacatccagatgctgctggaggcggccgactatctggag 
 R  R  E  R  E  A  E  H  G  Y  A  S  M  L  P  Y  N  N  K  D   
cggcgggagagagaagctgaacatggttatgcctccatgttaccatacaataacaaggac 
 R  D  A  L  K  R  R  N  K  S  K  K  N  N  S  S  S  R  S  T  
agagatgccttaaaacggaggaacaaatccaaaaagaataacagcagtagcagatcaact 
 H  N  E  M  E  K  N  R  R  A  H  L  R  L  C  L  E  K  L  K  
cacaatgaaatggagaagaatagacgggctcatcttcgcttgtgcctggagaagttgaag 
 G  L  V  P  L  G  P  E  S  S  R  H  T  T  L  S  L  L  T  K 
gggctggtgccactgggacccgaatcaagtcgacacactacgttgagtttattaacaaaa 
 A  K  L  H  I  K  K  L  E  D  C  D  R  K  A  V  H  Q  I  D   
gccaaattgcacataaagaaacttgaagattgtgacagaaaagccgttcaccaaatcgac 
 Q  L  Q  R  E  Q  R  H  L  K  R  Q  L  E  K  L  G  I  E  R 
cagcttcagcgagagcagcgacacctgaagaggcagctggagaagctgggcattgagagg 
 I  R  M  D  S  I  G  S  T  V  S  S  E  R  S  D  S  D  R  E 
atccggatggacagcatcggctccaccgtctcctcggagcgctccgactccgacagggaa 
 E  I  D  V  D  V  E  S  T  D  Y  L  T  G  D  L  D  W  S  S  
gaaatcgacgttgacgtggagagcacggactatctcacaggtgatctggactggagcagc 
 S  S  V  S  D  S  D  E  R  G  S  M  Q  S  L  G  S  D  E  G   
agcagtgtgagcgactctgacgagcggggcagcatgcagagcctcggcagtgatgagggc 
 Y  S  S  T  S  I  K  R  I  K  L  Q  D  S  H  K  A  C  L  G  L Stop  
tattccagcaccagcatcaagagaataaagctgcaggacagtcacaaggcgtgtcttggtctctaa 
Abb. 4.5 Das mad1-Gen: kodierende DNA und 
Aminosäure-Sequenz 
a
GTGT GTGT GTGT
AG
AG AG
Exon 1
  322bp
Exon 2
  100bp
Exon 3
   30bp
Exon 4
  115bp
Exon 5
  160bp
Intron 1
   717bp
Intron 2
    5515bp
Intron 3
 13585bp
Intron 4
  1769bp
Intron 5
   702bp
AG AGTAAA...
5´ 3´
RP11-401N16
Contig 8
RP11-401N16
Contig 7
Stopcodon
TAA
ATG (+251)
      Exon 6
kodierende Sequenz
185bp
GGGATA C
              63 
4.4 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes 
des humanen mad1-Genes 
 
Zur vollständigen Charakterisierung eines Genes ist es unerlässlich, dessen 
Transkriptionsstart zu bestimmen. Der Transkriptionsstart ist die erste transkribierte Base 
und kennzeichnet den Core-Promotor. An diesem formiert sich der Transkriptionskomplex, 
der wiederum durch oberhalb davon liegende Enhancer reguliert wird. 
Es gibt mehrere Methoden, den Transkriptionsstartpunkt zu bestimmen. Dazu gehören unter 
anderem das S1-Mapping, Primer-Extensions-Analysen und das 5´-RACE (Rapid 
Amplification of cDNA Ends). In dieser Arbeit wurde das 5´-RACE verwendet. Es wird die 
Arbeit mit radioaktiven Material vermieden und es muss nur initial mit der empfindlichen 
RNA gearbeitet werden. Durch Anwendung von PCR-Techniken findet ausserdem eine 
Amplifikation der zu untersuchenden DNA-Struktur statt. Das 5´-RACE erlaubt die 
Amplifikation unbekannter Sequenzen am 5´-Ende einer mRNA und ist in seiner 
Aussagekraft mit o.g. Methoden vergleichbar. Seine Spezifität und Sensitivität erhält es durch 
Verwendung spezifischer Primer in einer Nested-PCR Reaktion. 
Zur Aufreinigung von Total-RNA wurde ein Kit der Firma QIAGEN, zur Aufreinigung der 
cDNA das High Pure PCR Product Purification Kit der Firma Roche und für das eigentliche 
5´-RACE das 5´/3´-RACE-Kit (Cat.No.1734792) der Firma Roche verwendet. Dieses Kit 
enthält alle für das Experiment notwendigen Reagenzien, bis auf die genspezifischen Primer. 
Deshalb wurden als erstes die entsprechenden genspezifischen Primer entworfen. Wie vom 
Hersteller des 5´-RACE-Kits empfohlen sind dies drei Primer: Sp1, Sp2 und Sp3. Abb. 4.6 
illustriert deren Position auf der mRNA des mad1-Genes. Die Sequenzen der Primer sind in 
Tab. 3.1 aufgeführt. 
Im Verlauf des Experimentes wurde genau nach Herstellerangaben der entsprechenden Kits 
verfahren. 
Das Maximum der mad1-Expression in murinen 32Dcl3-Zellen liegt bei 48 h, die von 
humanen U937-Zellen bei 2 h (A.Sommer, Dissertation 1997). Um trotzdem ein paralleles 
Aufarbeiten der Proben zu gewährleisten, wurden die Zellen zeitversetzt mit G-CSF 
stimuliert, so dass zeitgleich geerntet werden konnte. Murine 32Dcl3-Zellen wurden am Tag 
0 des Experimentes mit einer Dichte von 250000 Zellen/ml ausgesät und mit 100 ng/ml G-
CSF stimuliert. Zeitgleich wurden humane U937-Zellen kultiviert, so dass am Tag 2 (48 h 
nach 32Dcl3-Stimulation) eine Gesamtzahl von mindestens 5x106 in einer Dichte von 
500000 Zellen/ml erreicht wurde. Am Tag 2 wurden die U937-Zellen ebenso mit 100 ng/ml 
G-CSF stimuliert und 2 h inkubiert. Genau 48 h nach Stimulation der 32Dcl3-Zellen und 2 h 
nach Stimulation der U937-Zellen wurden die Zellen nochmals ausgezählt und die  
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entsprechenden Milliliter entnommen, die 5x106 Zellen enthalten. Mit Hilfe des Oligotex 
mRNA-Kits der Firma Qiagen wurde nun Total-RNA aufgereinigt, welche das 
Ausgangssubstrat für das 5´-RACE darstellt. 
2 µg dieser RNA wurden nun, unter Zusatz des Primers Sp1 und der AMV Reversen 
Transkriptase, in der ersten Reaktion des 5´-RACE, der cDNA-Synthese, eingesetzt. Nach 
Aufreinigung der cDNA, bildet sie das Substrat in der sogenannten Tailing-Reaktion. Hier 
wird durch eine Terminale Transferase am 3´-Ende der cDNA ein Poly-A-Schwanz 
angehängt. 5 µl der 3´-Poly-A-cDNA bilden jetzt das Substrat für die erste PCR-Reaktion. 
Verwendet wird als Forward-Primer der zweite genspezifische Primer Sp2, als Backward-
Primer, der im Kit enthaltene Oligo-dT-Primer. Dann folgt eine Nested-PCR-Reaktion mit 
dem Primer Sp3 und dem Oligo-dT-Anchor-Primer. Das Template bildet das 
Amplifikationsprodukt (1 µl) aus der vorangehenden PCR-Reaktion. Abb. 4.7 weist nun die 
Amplifikationsprodukte nach Auftrennung in einem 2%igen Agarose-Gel nach. Wie dem Bild 
zu entnehmen ist, liefert erst die letzte PCR-Reaktion mit dem Sp3-Primer ein verwertbares 
Ergebnis. Erst nach der zweiten Nested-PCR-Reaktion ist genügend DNA amplifiziert, um 
detektiert zu werden. Das Experiment lieferte für das humane mad1-Gen zwei Amplifikate, 
ca. 500bp und ca. 350bp lang, für das der Maus nur eines, ca. 300bp lang. Dies Ergebniss 
korreliert mit Befunden anderer Arbeitsgruppen, die in Northern Blot-Analysen ebenfalls 
zwei humane mad1-Transkripte nachweisen konnten (L.G. Larsson et al. 1994, A. Sommer, 
Dissertation 1997). Um nun den Transkriptionsstartpunkt auf die Base genau zu bestimmen, 
muss die Basen-Sequenz der PCR-Produkte bestimmt werden. Dazu wurden die Fragmente 
in einen Klonierungsvektor kloniert und von diesem aus sequenziert. Für das Klonieren 
wurde das TA-Cloning-Kit der Firma Invitrogen verwendet. Dieses nutzt die Tatsache aus, 
dass jede Taq-Polymerase nach Synthese eines DNA-Stranges, diesem ein Adenosin anfügt. 
Der geöffnete Klonierungsvektor des Kits verfügt über überhängende Thymidine. So wurden 
die frischen PCR-Produkte aus der letzten PCR-Reaktion direkt in die Ligations-Reaktion 
eingesetzt. Gemäss Herstellerangaben wurden die PCR-Produkte in einem Vektor/Insert-
Verhältnis von 1:3 über Nacht bei 14°C in einer Ligationsreaktion inkubiert. Es folgte die 
Abb. 4.6 5´-RACE: Position der Primer auf der  
humanen mad1-mRNA 
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Transformation in bakterielle INVaF´-Zellen, das Ausplattieren auf Agar-Platten und 
Inkubation der Bakterien über Nacht bei 37°C. Zur Kontrolle wurde ein sogenanntes 
Blau/Weiss-Screening durchgeführt. 
 
 
 
Abb. 4.7 Jeweils 5 µl jeder PCR-Lösung wurden auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen und einer 
Elektrophorese unterzogen. In den Spuren 2-4 befinden sich die humanen Proben, in den Spuren 5-7 die murinen 
Proben. S = DNA-Standard. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.8 A+B : Restriktionsverdau und Agarosegel-Elektrophorese der klonierten PCR-Produkte aus dem 
5´-RACE des Menschen und der Maus. Nach Durchführung des 5´-RACE wurden die frischen PCR-Produkte in 
einen TA-Klonierungsvektor kloniert und damit INVαF´-Zellen transformiert. Die Bakterien wurden ausplattiert und 
positive Kolonien gepickt (Mensch: Proben 1 – 9, Maus: Proben 1 – 5). Nach Anzucht der Bakterien wurden die 
Plasmide durch eine Mini-Präparation aufgereinigt und einem Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoRI 
unterzogen. Es wurde eine Agarosegel (2%)-Elektrophorese durchgeführt, die Fragmentlängen können anhand 
des mitgeführten DNA-Standards abgeschätzt werden. S = DNA-Standard. 
Abb. 4.7 5´-RACE : Resultate der PCR-Reaktionen 
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Klone (Kolonien), die nach erfolgreicher Ligation transformiert wurden erscheinen auf der 
Platte als weisse Kolonien. Diese wurden am nächsten Morgen gepickt und für eine Mini-
Plasmidpräparation angeimpft und wiederum über Nacht inkubiert. Die präparierten 
Plasmide wurden nun auf das gewünschte Insert hin überprüft. Die bislang als potentieller 
Promotor angenommene DNA-Region enthält keine Schnittstelle für EcoRI, der 
Klonierungsvektor dafür aber eine vor und eine hinter dem Insert. Deshalb wurden die 
Plasmide einem Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoRI unterzogen, um das klonierte 
Fragment wieder herauszuschneiden und so nachzuweisen. Abb. 4.8 A+B zeigen das 
Ergebnis des Versuches nach Agarosegel-Elektrophorese. Wie den Abbildungen zu 
entnehmen ist, lassen sich DNA-Fragmente aus den Plasmiden herausschneiden, die der 
Grösse nach den Fragmenten aus Abb. 4.7 entsprechen. 
Letzter Schritt zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes ist die Ermittlung der 
Sequenz der klonierten Fragmente. Dazu wurden im Falle des menschlichen mad1-Gens alle 
Klone, die ein Insert enthalten durch die Firma MWG sequenziert. Im Falle des murinen 
mad1-Gens wurden drei Klone ausgewählt und ebenfalls sequenziert. Es wurden jeweils 2 µg 
den Proben entnommen, lyophilisiert und in Eppendorf-Tubes an MWG gesandt. Nun wurde 
das Poly-T-Segment in den Sequenzen identifiziert, mit der oberhalb (5´) davon befindlichen 
Anker-Sequenz (5´...GTCGAC). Die erste Base, die 3´ folgt ist der Startpunkt der Transkripte. 
Die Auswertung der Sequenzen der menschlichen Klone ergab: für die grossen Fragmente 
(500bp) wurde dreimal die Start-Sequenz 5´-AAACACT... und einmal die Start-Sequenz 5´-
GCTCTGCT... ermittelt. Im Falle für die Startsequenz 5´-AAACACT... kann es auch sein, dass 
das benachbarte Thymin der Startpunkt ist (vgl. Abb. 4.24). Methodisch bedingt ist dies 
leider nicht zu klären. Da aber ein Adenin in etwa 50% aller Transkripte den 
Transkriptionsstartpunkt markiert, ein Thymin demgegenüber nur zu etwa 25%, wurde auch 
für den mad1-Promotor das Adenin als Startpunkt festgelegt. Für die kleinen menschlichen 
Fragmente (350bp) fand sich in zwei Fällen die Start-Sequenz 5´-CGTGGGCA... (Abb. 4.9). 
Die Auswertung der Sequenzen der murinen Klone ergab in allen drei Klonen die Start-
Sequenz 5´-TGCTGCTG... (Abb. 4.10). 
Die ermittelten Sequenzen wurden mit den Sequenzen verglichen, die vorher als potentieller 
Promotor definiert wurden (vgl. Abb. 4.24). Es zeigte sich, dass ein Startpunkt ( 5´-
AAACACT) der grossen Fragmente des Menschen in die Homologie-Box des putativen mad1-
Promotors fällt. Das ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich hier tatsächlich um den 
hauptsächlichen Transkriptionsstartpunkt des humanen mad1-Gens handeln kann. Im 
Folgenden werden alle weiteren Positionsangaben des humanen mad1-Promotors auf diesen 
Transkriptionsstartpunkt bezogen. 
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Abb. 4.9 Transkriptionsstartpunkte des humanen mad1-Gens. In der obersten Zeile ist die humane 
genomische Sequenz aufgeführt (siehe HTGS RP11-401N16), darunter jeweils die ermittelten Sequenzen der 
humanen 5´-mRNA. Es wurden insgesamt fünf Plasmide (Klone 1–5), die das grosse Fragment (ca. 500bp) 
enthalten und zwei Plasmide (Klone 1+2), die das kleine Fragment (ca. 350bp) enthalten, isoliert. Es wurden alle 
isolierten Plasmide bei MWG sequenziert, wovon eine Sequenzierung für ein grosses Fragment fehlschlug. 
 
 
Abb. 4.10 Transkriptionsstartpunkte des murinen mad1-Gens. In der obersten Zeile ist die murine 
genomische Sequenz aufgeführt, darunter die ermittelte Sequenz der murinen 5´-mRNA. Es wurden insgesamt 
10 Klone/Plasmide isoliert, wovon drei bei MWG sequenziert wurden. 
4.5 Aufklärung der nukleosomalen Struktur 
des humanen mad1-Promotors 
 
Wie eingangs beschrieben spielt das Chromatin und seine Modifikationen eine wesentliche 
Rolle in der Transkription und Genregulation, vor allem im Bereich regulatorischer DNA-
Sequenzen. Die unterste Einheit des Chromatins bildet das Nukleosom. Dessen Protein-
Anteil, ein Histon-Oktamer, kann enzymatisch vielfältigst modifiziert werden. Daraus 
resultiert eine mehr oder weniger dicht gepackte Chromatinstruktur, die 
Transkriptionsfaktoren den Zugriff auf regulatorische DNA-Elemente ermöglicht oder ihn 
ihnen entziehen kann. Im Extremfall kann ein beträchtlicher DNA-Abschnitt komplett 
nukleosomenfrei sein. Dies ist für den IFNβ-Promotor beschrieben. Hier ist ein ca. 200bp 
langes Fragment direkt oberhalb des Transkriptionsstarts, welches über Bindestellen für 
Transkriptionsfaktoren verfügt, nukleosomenfrei und Voraussetzung für die Initiation der 
Transkription (Lomvardas and Thanos, 2001 und 2002). 
Abb. 4.9 Transkriptionsstartpunkte des humanen mad1-Gens 
Abb. 4.10 Transkriptionsstartpunkt des murinen mad1-Gens 
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Mit dem nucleosomal mapping verfügt man über eine Methode, die grob unterscheiden 
kann, ob DNA nukleosomal organisiert ist oder nicht. Dabei nutzt man die Eigenschaft des 
Enzyms Micrococcal Nuclease (MNase), nicht durch Histone geschützte DNA abzudauen. 
Die Inkubation von Chromatin mit diesem Enzym führt also zu DNA-Fragmenten von ca. 
150bp-Länge (Abb. 4.12). Anschliessend wird durch PCR-Analyse dieser Fragmente Histon-
geschützte DNA nachgewiesen. Ein signifikant reduziertes PCR-Signal im Vergleich zu nicht-
MNase-verdauter DNA deutet darauf hin, dass sich dort kein Nukleosom befindet. 
Logarithmisch wachsende humane U937-Zellen wurden bis zu einer Dichte von 5x105 
Zellen/ml kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS und TBS wurden die Zellen durch 
mechanischen Stress und Zugabe von Tween20 lysiert. Man erhält isolierte Zellkerne, die 
durch Zentrifugation auf einem Sucrose-Gradienten weiter aufgereinigt werden. Zur 
Erfolgskontrolle der Zell-Lyse werden 20 µl jeder Probe mikroskopiert (Abb. 4.11). 
 
 
Abb. 4.11 Zellkerne humaner U937-Zellen nach der Zell-Lyse, 
                           400fache Vergrösserung 
 
 
 
 
Abb. 4.12 Nucleosomal Mapping, Ermittlung der optimalen Inkubationszeit. Zellkerne wurden mit 
MNase inkubiert. Nach 2.5, 5, 10 und 20 min wurde die Reaktion gestoppt. Nach DNA-Aufreinigung wurden 
jeweils 0,5  g DNA-Lösung auf ein Agarose-Gel aufgetragen. In der ersten und letzten Spur ist ein DNA-
Standard aufgetragen, in der zweiten Spur (0) befindet sich DNA, die nicht verdaut wurde. 
Abb. 4.11 
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Die aufgereinigten Zellkerne wurden nun dem Verdau durch die Micrococcal Nuclease 
unterzogen (MNase-Verdau). Dabei durchdringt das Enzym Strukturen der Kernhülle und 
greift im Innern die DNA an. Nukleosomen diffundieren dann durch die Kernporen nach 
aussen. Um die optimale Inkubationsdauer zu ermitteln, wurden vorerst mehrere Aliquots 
probeweise mit unterschiedlichen Inkubationszeiten verdaut. Die Inkubationszeit, die bei 
ausreichendem Ertrag an 150bp-Fragmenten den geringsten Verlust an DNA aufweist, wurde 
gesucht (Abb. 4.12). 
Wie aus Abb. 4.12 hervorgeht, liegt die optimale Inkubationsdauer bei 5 min. Durch 
Zentrifugation der restlichen Zellkerne erhält man eine wässrige Lösung, die die 
Nukleosomen enthält. Proteine und DNA werden voneinander getrennt und die DNA weiter 
aufgereinigt. 
Der zweite Schritt des nucleosomal mapping folgt durch PCR-Analyse dieser Fragmente. Im 
Vorfeld dieses Versuches wurden Primer entworfen, die als fw/bw-Primerpaar ein DNA-
Fragment amplifizieren, das zwischen 80bp und 100bp lang ist. Mehrere Primerpaare sind 
hintereinandergeschaltet und können so einen DNA-Bereich von fast 3000bp abdecken. Es 
ist darauf zu achten, dass sich diese Fragmente um ca. 15-20bp überschneiden. So ist 
gewährleistet, dass ein grosser DNA-Bereich lückenlos durch die PCR abgedeckt werden 
kann. Für den mad1-Promotor wurden 30 Primerpaare entworfen. Durch mehrmaliges 
Austesten wurden die PCR-Bedingungen optimiert. Genomische, nicht mit MNase 
behandelte DNA diente als Template. Es stehen jetzt 25 Primerpaare (NSM 6-30) zur 
Verfügung, die mit vergleichbarer Effizienz den gesamten Promotor bis in das 1. Intron 
abdecken. Von den ursprünglich geplanten 30 Paaren konnten die ersten fünf (NSM 1-5) 
auch nach mehrmaliger Modifikation kein zufriedenstellendes Amplifikationsprodukt liefern. 
Es konnte aber auf sie verzichtet werden, da sie wahrscheinlich in einem für die Regulation 
nicht wichtigen Bereich liegen. Die Lokalisation der Primer-Paare ist in Abb. 4.15 B 
aufgeführt, deren Sequenz in Tab. 3.1. Die Methode des nucleosomal mapping führt je nach 
MNase-Empfindlichkeit des Chromatins in der PCR zu einer mehr oder weniger starken 
Signalabnahme der behandelten DNA im Vergleich zu der nicht behandelten DNA. 
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Abb. 4.13 Nucleosomal mapping des humanen mad1-Promotors, PCR-Analyse. Von genomischer, 
nicht mit MNase behandelter DNA wurde eine Titrationsreihe (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 und 4,0 ng) erstellt und mit den 
NSM-Primern (NSM 6-30) amplifiziert. Die Template-Menge für MNase verdautes Chromatin beträgt 4,0 ng. Es 
wurden jeweils 15 µl PCR-Lösung auf ein 3%iges Agarose-Gel aufgetragen. PCR-Programm siehe Abb. 4.14. 
 
 
 
 
              PCR-Programm für das nucleosomal mapping 
     
Denaturierung        95°C,  5min 
 Denaturierung        94°C,  1min 
   Annealing       57-60°C, 20sec          30 Zyklen 
Elongation       72°C, 20sec 
Elongation       72°C,   1min 
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Abb. 4.14 
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Abb. 4.15 Nucleosomal mapping des humanen mad1-Promotors. Zu Abb. 4.15 B: semi-quantitative 
Auswertung. Mit der Quantity-One® Software der Firma BIORAD wurde die relative MNase-Empfindlichkeit der 
DNA bestimmt. Die Signalstärke mit MNase behandelter DNA wurde anhand der Titrationsreihe ermittelt und zur 
4 ng-Bande nicht MNase behandelter DNA in Relation gesetzt. Die Positionen der NSM-Primer auf dem humanen 
mad1-Promotor sind angezeigt und unterhalb der entsprechenden Säule angeordnet. Zu Abb. 4.15 A: Hier 
wurden Aliquots der Proben NSM 8 – 22 nebeneinander aufgetragen. In den oberen Spuren befinden sich die 
Amplifikationsprodukte auf nicht MNase-verdauter DNA, in den unteren diejenigen auf MNase-verdauter DNA. 
Die Template-Menge betrug jeweils 4 ng (vgl. Abb 4.13). Hier wird der Signalintensitätsverlust über dem durch 
die Primer NSM 13 – 18 amplifizierten Bereich besonders deutlich. 
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Da die Primer-Paare aber nicht alle die gleiche Effizienz zeigen, ist es nötig, für jedes einzelne 
Primer-Paar eine eigene Titrations-Reihe mitlaufen zu lassen. Die Konzentration nicht-
verdauter DNA wurde gemessen und für die Template-DNA der PCR eine Titrations-Reihe 
erstellt (0, 0.25, 0.5, 1.0, 4.0 ng). Die Template-Menge der MNase-behandelten DNA beträgt 
ebenfalls 4 ng. So wird für jedes einzelne Primer-Paar die relative MNase-Empfindlichkeit 
der DNA bestimmt, in Bezug auf nicht behandelte DNA. Die Signalintensitäten benachbarter 
PCR-Produkte werden so miteinander vergleichbar. Nach der PCR-Reaktion wurden die 
Proben in aufsteigender Folge nebeneinander auf ein 3%iges Agarose-Gel aufgetragen und 
die Elektrophorese durchgeführt. Die semi-quantitative Auswertung der Signalintensitäten 
erfolgte mit der Quantity-One-Software der Firma BIORAD. Anhand der Titrationsreihe 
erstellt das Programm eine Eichkurve und bestimmt die relative DNA-Menge der MNase-
behandelten Bande. 
Wie in Abb. 4.13 und Abb. 4.15 A zu erkennen ist, sind die Signalintensitäten der MNase-
behandelten DNA-Banden NSM 13-19 stark reduziert. Es lässt sich daraus schliessen, dass 
sich in diesem Bereich des Promotors keine Nukleosomen befinden. Im 
nukleosomenbesetzten Bereich ober- und unterhalb davon lassen sich sogar einzelne 
Nukleosomen voneinander abgrenzen (Abb. 4.15 B, angedeutet wellenförmiger Verlauf). 
Identifiziert man die Position der Primer-Paare 13-19, ist festzustellen, dass durch sie genau 
die Homologie-Box des mad1-Promotors abgedeckt wird. Dies ist ein weiterer Beleg für die 
funktionelle Wichtigkeit dieser DNA-Region für die mad1-Regulation. 
Im folgenden Versuch interessierte die nukleosomale Struktur in Abhängigkeit von einer G-
CSF- und TPA-Stimulation. Der Versuchsaufbau entspricht dem oben beschriebenen. Es 
wurden nur zusätzlich Zellen aufgearbeitet, die einer G-CSF- und TPA-Stimulation 
unterlagen. Humane U937-Zellen wurden bis zu einer Dichte von 5x105/ml kultiviert. Je 10 
ml wurden entweder nicht stimuliert, oder jeweils für 2 h und 6 h mit GCSF und TPA 
stimuliert. Es folgte die Aufreinigung der Zellkerne, Behandlung mit MNase, Aufreinigung 
der DNA und anschliessender PCR-Analyse wie oben beschrieben. Abb. 4.16 zeigt das 
Ergebnis nach Elektrophorese in einem 3%igen Agarose-Gel. Nebeneinander sind die Proben 
aufgetragen, die jeweils durch ein Primer-Paar nachgewiesen wurden. In der PCR-Analyse 
wurde die Promotor-Region mit den Primer-Paaren NSM11 bis NSM20 amplifiziert. Denn 
signifikante Änderungen der Nukleosom-Position sind vornehmlich innerhalb 
regulatorischer DNA-Bereiche und an deren Grenzen zu erwarten. Zum Beispiel im Bereich 
des Transkriptionsstarts, welcher hier durch die Primer-Paare NSM18 und NSM19 abgedeckt 
wird. Untereinander sind die Amplifikate der einzelnen Primer-Paare aufgeführt. So kann 
man die Spuren 1-6 unterscheiden und analysieren, welches Primer-Paar zu welchem 
Zeitpunkt und nach welchem Stimulus eine Signalanreicherung zeigt. Es sind verschiedene 
Arten der Veränderung der Nukleosomen-Position möglich. Zuvor freie Bereiche können 
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jetzt durch ein Nukleosom besetzt sein und umgekehrt oder Nukleosomen können, ohne 
ihren Kontakt zur DNA zu verlieren, auf der DNA entlanggleiten (nucleosomal-shifting). Ein 
nucleosomal-shifting kann in Abhängigkeit von ihrem Ausmass durch das nucleosomal-
mapping sichtbar gemacht werden, ebenso der Verlust oder der Zugewinn ganzer 
Nukleosomen. Allerdings sind Nukleosom-Verschiebungen von nur wenigen Basenpaaren 
durch diese Methode nur schwer nachweisbar. Wie aus Abb. 4.16 ersichtlich, sind keine 
signifikanten Änderungen der nukleosomalen Struktur in Abhängigkeit einer GCSF- und 
TPA-Stimulation festzustellen. Sowohl in proliferierenden Zellen als auch in Zellen, die 
differenzieren, bleibt der mad1-Promotor in seiner nukleosomalen Organisation 
unverändert. Es konnte zumindest der vorangehende Versuch dahingehend bestätigt werden, 
als dass auch diesmal die gleiche nukleosomen-freie Region nachgewiesen werden konnte. 
Ein nucleosomal-shifting um nur wenige Basenpaare ist aber trotzdem nicht auszuschliessen 
und muss durch ein erweitertes Methodenspektrum untersucht werden. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.16 Nucleosomal mapping: Einfluss einer G-CSF- oder TPA-Stimulation auf die 
Chromatinstruktur des mad1-Promotors. In der ersten Spur befindet sich genomische, nicht mit MNase 
behandelte DNA als Positiv-Kontrolle (Template-Menge 4 ng). In den Spuren 2-6 ist das Chromatin jeweils mit 
MNase behandelt worden. Die U937-Zellen   wurden entweder mit TPA (50 ng/ml) oder G-CSF (100 ng/ml) 
stimuliert und für 0 h, 2 h oder 6 h inkubiert (Template-Menge je 4 ng). 
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Abb. 4.16 Nukleosomale Verteilung am mad1-Promotor nach 
G-CSF- und TPA-Stimulation von U937-Zellen 
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4.6 Klonierung des humanen mad1-Promotors 
 
Möchte man eine bestimmte DNA-Sequenz genauer untersuchen, ist es von Vorteil, sie in 
einer Form verfügbar zu haben, in der sie leicht gelagert und vermehrt werden kann. Dazu 
kloniert man das zu untersuchende DNA-Stück in einen Plasmid-Vektor. Aus diesem heraus 
können putative Promotor-Sequenzen dann weiter in Reporter-Gen-Vektoren kloniert 
werden und auf ihre Funktionalität hin untersucht werden. 
Prinzipiell werden gesuchte Sequenzen via PCR aus dem Genom heraus isoliert und 
amplifiziert. Erste Voraussetzung dafür ist die Kenntnis der jeweiligen Sequenz, um 
geeignete Primer zu entwerfen. Im Fall des mad1-Genes, war die humane HTG-Sequenz 
(HTGS) RP11-401N16 die Grundlage für sämtliche Arbeiten mit dem mad1-Promotor. Ein 
Transkriptionsstartpunkt konnte sicher identifiziert werden, der Translationsstart (+250) ist 
bekannt, ebenso konnte durch das nucleosomal-mapping und das Alignement mit dem 
Maus- und Ratten-Gen eine funktionell relevante Promotor-Region eingegrenzt werden. Als 
Referenz-Promotor gilt der von B. Pulverer klonierte murine mad1-Promotor mit einer Länge 
von ca. 1,4kb. Ziel war es, ein ebenso langes humanes Promotor-Fragment zu isolieren, 
welches im 3´-Bereich möglichst nah an den Translationsstart heranreicht, ohne ihn 
einzuschliessen, die Homologie-Box und eventuelle inhibitorische Elemente im 5´-Bereich 
enthält. Es wurde ein backward-Primer (bw-Primer) so gelegt, dass er vier Basen vor dem 
Translationsstart liegt und ein forward-Primer (fw-Primer) der ca. 1500bp davon entfernt 
ist. 
Um ein solches PCR-Produkt in einen Vektor zu klonieren, ist es notwendig diesen Primern 
sogenannte Anker-Sequenzen anzuhängen, die Schnittstellen für Restriktionsenzyme 
enthalten. Mit dem DNA-Analyse-Programm DNA-Strider wurde von diesem 1500bp-
langen-Fragment eine Restriktionskarte erstellt. Nach einem Vergleich mit der Multiple 
Cloning Site des Klonierungsvektors pBS/KS+, konnten EcoRI für das 5´-Ende und BamHI 
für das 3´-Ende als geeignete Restriktionsenzyme gefunden werden. Sie sind auch deshalb 
optimal, da sie dicht an DNA-Enden schneiden können (Abb. 4.17). Das Template für die 
PCR-Reaktion bildeten je 25 ng humane genomische DNA peripherer Blutzellen eines 
Mannes und einer Frau (Institut für Humangenetik, MHHannover) und 25 ng genomischer 
DNA der Zell-Linie HL-60. Verwendet wurde eine Pfu-Polymerase der Firma QIAGEN. Die 
Pfu-Polymerase besitzt eine sehr geringe Fehlerquote, da sie inkorrekt ansynthetisierte Basen 
korrigieren kann. (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.17 Position der Klonierungs-Primer auf dem humanen mad1-Promotor. Der bw-Primer liegt 
4bp oberhalb (3´) des Translationsstarts und enthält eine BamHI-Schnittstelle als Ankersequenz, der fw-Primer 
enthält eine EcoRI-Schnittstelle. Durch sie wird ein 1537bp langes Fragment des humanen mad1-Promotors 
amplifiziert 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgeführt: 
 
1. Denaturierung  95°C 15min. 
  2. Denaturierung  95°C 45sek. 
3. Annealing  60°C 45sek.       10 Zyklen 
4. Elongation  72°C   4min. 
  5. Denaturierung  95°C 45sek. 
6. Annealing  70°C 45sek.        25 Zyklen 
7. Elongation  72°C   4min. 
8.  Elongation  72°C   8min. 
Abb. 4.17  Klonierung des humanen mad1-Promotors, 
   relative Position der Primer 
Abb. 4.18 Klonierung des humanen mad1-Promotors, 
  PCR auf humaner genomischer DNA 
a
1600
1000
500
bp
a
GAGGCCGGGGGCCACGCCTAGGAG-5´
5´-GAGAATTCACAAAAATTAGCCGGGCG
EcoRI
BamHI
Transkriptionsstart
Translationsstart
Hom.-Box
1537bp
Forward-primer
Backward-primer
Abb. 4.18 Klonierung des humanen mad1-
Promotors. Die PCR wurde jeweils auf humaner 
genomischer DNA durchgeführt. Es wurden DNA-
Präparationen aus menschlichen peripheren Blutzellen 
und aus der humanen Tumorzell-Linie HL-60 verwendet. 
Die Template-Menge betrug jeweils 25 ng. 
Nach Durchführung der PCR wurden je   µl DNA auf ein 
1%iges Agarose-Gel aufgetragen und elektrophoretisch 
aufgetrennt 
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Wie Abb. 4.18 zeigt, konnte ein DNA-Fragment amplifiziert werden, dessen Länge weniger 
als 1600bp beträgt. Sowohl die PCR auf humaner genomischer DNA peripherer Blutzellen als 
auch auf genomischer DNA der Zell-Linie HL-60 ergaben eine scharfe Bande (mit wenig 
Hintergrund), welche knapp unter 1600bp läuft. Somit ist die Wahrscheinlichkeit sehr gross, 
dass es sich hier um das gesuchte DNA-Fragment handelt. 
Der Ertrag der PCR auf weiblicher genomischer DNA war am grössten. Es wurde mit dieser 
Probe weitergearbeitet. Die Bande wurde eng aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA 
mit dem Jet-Sorb-Kit aufgereinigt. Davon wurden jetzt 15 µl in einen Restriktionsverdau mit 
den Enzymen EcoRI und BamHI eingesetzt. Parallel dazu wurden 0,5 µg des 
Klonierungsvektors pBS/KS+ mit denselben Enzymen verdaut. Nach dem Restriktionsverdau 
wurde der Vektor dephosphoryliert und zusammen mit der verdauten PCR-Lösung in einem 
Insert/Vektor-Verhältnis von 10:1 (Vol./Vol.) in einer Ligationsreaktion eingesetzt. Das neue 
Plasmid wurde dann in Bakterien transformiert und auf einer Agar-Platte ausgestrichen. Die 
Bakterien wurden über Nacht bei 37°C bebrütet, um am nächsten Morgen Kolonien zu 
„picken“. Es wurden 20 weisse Kolonien gepickt und in einer Minikultur angeimpft. Die 
vermehrte Plasmid-DNA wurde dann in einer Mini-Plasmid-Präparation aufgereinigt. Um 
den Erfolg der Klonierung vorab sicherzustellen, wurden jeweils 1 µg der Plasmid-
Präparationen in einem Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und BamHI eingesetzt. 
Abb. 4.19 zeigt anhand einer Auswahl von sechs Plasmid-Präparationen, dass das PCR-
Produkt erfolgreich in pBS/KS+ kloniert werden konnte. Man kann aus dem neuen Plasmid 
mit den Enzymen EcoRI und BamHI ein DNA-Fragment herausschneiden, welches immer 
noch eine Länge von etwa 1600bp hat.  
 
 
 
 
Abb. 4.19: Kontrollverdau von pBS/KS+-HuMadProm. 1 µg Plasmid-DNA wurde mit den Enzymen EcoRI und 
BamHI in einem 15 µl-Ansatz verdaut und einer Elektrophorese in einem 1%igen Agarose-Gel unterzogen. Es 
konnte in allen Proben ein DNA-Fragment herausgeschnitten werden, das kleiner als 1600bp ist. Die ersten 
beiden Spuren zeigen als Substrat den Leervektor pBS/KS+. 
a
1600
- + - + - + - + - + - + - +EcoRI/BamHI
1 2 3 4 5 6
bp
Abb. 4.19 Klonierung des humanen mad1-Promotors in pBS/KS+, 
  Restriktionsverdau mit EcoRI und BamHI 
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Auch die restlichen vierzehn Plasmid-Präparationen zeigten das gleiche Ergebnis. Es bleibt 
aber die Frage, ob das klonierte Fragment auch tatsächlich die gesuchte Sequenz des mad1-
Promotors enthält. Das neue Plasmid (Abb. 4.21) pBS/KS+-HuMad1Prom wurde dazu in 
einer Reihe von Restriktionsverdaus mit ausgewählten Enzymen eingesetzt. Die 
vorhergesagte Anzahl und Grösse der DNA-Fragmente wurde mit dem tatsächlichen 
Restriktionsmuster verglichen. Jeder Verdau ergab die richtige Anzahl an Fragmenten, die 
zudem auch die korrekte Länge besitzen. So konnte nachgewiesen werden, dass das gesuchte 
Promotor-Fragment isoliert worden ist und dass auch die Klonierung in der richtigen 
Orientierung des Promotors erfolgte. Zeitgleich wurden drei Proben lyophilisiert und zum 
Sequenzieren zur Firma MWG geschickt. Aus dem Vektor heraus wurde das Insert vom 5´-
Ende her mit einem T3-Primer und vom 3´-Ende her mit einem T7-Primer ansequenziert. 
Zusätzlich wurde das Insert mit einem innerhalb des Inserts liegenden Primer in 3´-Richtung 
sequenziert, um sicher Fehler in der klonierten Sequenz zu entdecken. Mit Ausnahme von 
zwei Basen am 5´-Ende des Promotors stimmte die klonierte Sequenz mit der Referenz-
Sequenz RP11-401N16 überein. Die fehlsynthetisierten Basen sind keinem bislang bekannten 
regulatorischen Element zuzuordnen, die Homologie-Box ist fehlerfrei synthetisiert. 
Zur funktionellen Untersuchung des Promotors wurde er mit den Enzymen EcoRI und 
BamHI wieder aus dem Konstrukt herausgeschnitten und über die Schnittstellen EcoRI und 
BglII (Isoschizomer von BamHI) in den Vektor pGL2 hineinkloniert (Abb. 4.22). Dieser 
Plasmid-Vektor enthält das Luciferase-Gen welches unter dem Einfluss der vorgeschalteten 
Promotor-Sequenz steht. In transienten Transfektionen kann man die basale Aktivität des 
Promotors bestimmen und durch Ko-Transfektion von Expressionsplasmiden 
Zusammenhänge zwischen dem Promotor und Transkriptionsfaktoren untersuchen. Der 
Erfolg der Subklonierung wurde durch einen HindIII-Restriktionsverdau (Abb. 4.20) 
überprüft. Zusätzliche Kontrollverdaus mit anderen Enzymen bestätigten weiterhin die 
korrekte Orientierung des Promotors im Vektor pGL2. 
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Abb. 4.20: Kontrollverdau von pGL2-HuMad1Prom. 1 µg Plasmid-DNA wurden mit HindIII verdaut und einer 
Elektrophorese in einem 1%igen Agarose-Gel unterzogen. Aus den isolierten Plasmiden Nr.1 + 3 konnte ein etwa 
1600bp langes Fragment herausgeschnitten werden. In der ersten Spur ist der Leevektor pGL2 als Kontrolle 
aufgetragen. 
Dieser Vektor kann jetzt in transienten Transfektionen eingesetzt werden. Das Luciferase-
Gen untersteht nun der Kontrolle des mad1-Promotors, so dass indirekt durch Bestimmung 
der Luciferase-Aktivität in sogenannten Reporter-Gen-Assays funktionelle Abschnitte des 
Promotors definiert und Transkriptionsfaktoren ermittelt werden können, die die Expression 
von mad1 induzieren. 
Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Deletionsmutanten (Mutanten A, B, E, G, I, J, K, 
Abb. 4.23) kloniert, denen von 5´ her zunehmend DNA-Sequenzen fehlen. Die Mutanten C, 
D, F und H wurden von K. Jiang (PhD-Doktorandin) und A. Greindel (Biologie-
Diplomandin) kloniert. Somit steht jetzt eine Reihe von Deletionsmutanten des mad1-
Promotors zur Verfügung. Werden sie in transienten Transfektionen eingesetzt und in 
Reporter-Gen-Assays untersucht, lassen sich funktionell wichtige Bindestellen leicht 
eingrenzen (Gegenstand der Diplomarbeit von A. Greindel). Sind diese Bereiche grob 
eingegrenzt, kann man einzelne Basen punktmutieren und auf ihre Responsivität hin 
überprüfen (Gegenstand der Doktorarbeit von Kan Jiang). 
Abschliessend zeigt Abb. 4.24 einen Ausschnitt der DNA-Region oberhalb (5´) des 
Translationsstarts des mad1-Gens. Diese Sequenz stellt den putativen mad1-Promotor dar. 
Der unterstrichene Abschnitt stellt die klonierte Region (-1283 bis +246) dar, grau unterlegt 
ist die Homologie-Box (-386 bis +25), blau unterlegt sind jeweils die im Rahmen dieser 
Arbeit ermittelten Transkriptonsstartpunkte (+1 und +204) und grün unterlegt ist der 
Translationsstart (+250). Alle Positionsangaben sind bezogen auf den 
Transkriptionsstartpunkt, welcher für das lange 5´-RACE-Fragment ermittelt worden ist (s. 
Abschnitt 4.4). Exon 1 ist durch Grossbuchstaben gekennzeichnet, die kodierende Sequenz ist 
fettgedruckt.  
a
1600
HindIII - - + - + - + - +
1  2  3  4
Abb. 4.20 Subklonierung des humanen mad1-Promotors in den 
Luciferase-Vektor pGL2;Restriktionsverdau mit HindIII 
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a
       Vektor
pBS/KS+
      2961 bp
BamHI
SpeI
NotI
EcoRI
EcoRV
HindIII
ClaI
SalI
XhoI T7-Promotor
T3-Promotor
Humaner Mad1-Promotor
1537 bp lang
AmpR
Abb. 4.22 Klonierung des humanen mad1-Promotors 
in pGL2, Plasmidkarte : HuMad1Prom-pGL2 
Abb. 4.21 Klonierung des humanen 
mad1-Promotors. Ein 1537bp langes mad1-
Promotorfragment wurde in die EcoRI/BamHI-
Schnittstelle des Klonierungsvektors pBS/KS+ 
kloniert. 
Abb. 4.22 Subklonierung des humanen 
mad1-Promotors. Das humane mad1-
Promotorfragment wurde mit den Enzymen 
XhoI und BamHI aus HuMadProm- pBS/KS+ 
herausgeschnitten und in die XhoI/BglII-
Schnittstelle des Reportergen-Vektors pGL2 
hineinkloniert. 
a
  Vektor
pGL2
 5597 bp
EcoRI
EcoRV
HindIII
ClaI
SalI
XhoI
NheI
MluI
SacI
KpnI
SmaI
BglII
HindIII
SalI
BamHI
Luc
AmpR
Humaner Mad1-Promotor
1537 bp lang
Abb. 4.21 Klonierung des humanen mad1-Promotors  
 in pBS/KS+, Plasmidkarte: HuMad1Prom-pBS/KS+ 
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Abb. 4.23 Deletionsmutanten des humanen mad1-Promotors 
 
 
 
 
Abb. 4.23: Deletionsmutanten des humanen mad1-Promotors. 1 µg von pGL2-HuMadProm wurde mit den in 
der Grafik angezeigten Enzymen verdaut. Entweder konnte der geschnittene Vektor gleich wieder religiert werden 
(Del.-Mutanten B, E, I, J und K) oder inkompatible DNA-Enden mussten angeglichen werden. Verwendet wurden 
dafür die Klenow- und T4-Polymerase, um inkompatible 5´- oder 3´-Überhänge in Blunt-ends zu überführen, somit 
eine Ligation zu ermöglichen (Del.-Mutanten. A, C, D, F, G und H). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 
Deletionsmutanten A, B, E, G, I, J und K kloniert. Die *-markierten Mutanten C, D, F und H wurden von A. 
Greindel (Biologie-Diplomandin) und K. Jiang (PhD-Doktorandin) kloniert. 
a
Sma I
-1283 -386 +25 +247
+1 Transkriptionsstart
+250 TranslationsstartHomologie-Box
wt
Xho I
Sac I
+63
G
Bst XIXho I
-59
F
Eag I
-185
E
Sma ISma I
-315
D
Pst I
-386
C
-514
B
Sac ISac I
-796
A
Pml IXho I
-315-893
K
Pst I Pst I
-59-829
J
Eag IEag I
+130-679
I
Sac II Sac II
+130
H
Sac II *
*
*
*
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    Abb. 4.24            Humaner mad1-promoter 
 
 
-1755  gattagagat aatgtaggta ggatacctac acatagtaag ctattatata 
-1705  ttggcaacaa taataaactt ttaaaaaaag aaatatgttc atgctttact 
-1655  catttgtatt ttggggactc aacctaccaa gaactttatt tctactttta 
-1605  aaattggaga tgtctgtcag tacattggca gtgtagcttg gtttgccaga 
-1555  tagctttcat ttcaaaaatt ttaataggtt tagggaccga tctttaacct 
-1505  ttttagttct gtatacgtaa cattctatta agcatttata ttggtaccac 
-1455  cccatgcgga aacacacaat ttgcagacgt cttaaagagt attcttggcc 
-1405  gggtgcggtg gctcacgcct gtaatcccag cactttggga ggctgaggtg 
-1355  ggtggatcac ctgaggtcaa gagttcgaga ccagcctggc caacatggtg 
-1305  aaaccccgtc tctactaaaa atacaaaaat tagccgggcg tggtggtggg 
-1255  cacctgtaat cccagctact cagaaggttg aggcaggaga atcgcttgaa 
-1205  cccgggagaa ggaggttgca gtgagccgag atcgcgccat tgcactccag 
-1155  cctgggcgac aagagcaaaa ctccctttca aaacaaacaa acaaaaacaa 
-1105  taatcttgtg agtgttttca tctagaatta aaagggaggg gaaaacccca 
-1055  aaagagattt aagcaaagaa tcttagggtt taatgccatt ctgtaggttc 
-1005  aggaagtctc tgagctttaa aaagccgctc gcgtgaaagt aattaattat 
- 955  tccatcactt cccgggggtg gaggggggtg cggaaaaggc gcatgagctc 
- 905  aatgctgtat actgcagccc gattccagct ctttcttgag ggcagaaaaa 
- 855  acgccgagcg gcgagcattt aacaacggcc ggcttttctt ctcaagcccc 
- 805  gcagcagcca cgtggcgcct gccctagctc ccggctcacc ggccactagc 
- 755  ctgcaccgct cttcgggagg attcgaggct gggccctcgc cagcccgagt 
- 705  tccgcgaagc ccagaacctc cagggccgcg gccaccagac cgagggctcc 
- 655  ggccccgaac ccaagcgggg cagagcgccc aggcgacacg aggtgccagc 
- 605  cttccattcg atggacgcct ggcaggtccc cggaagtttt ccccggggac 
- 555  aggtcttggc aacaggtccg aggcaaggcc gggtggagca gagctccgca 
- 505  gcggctggtg aatcagcgcc gcccagcgcc ggaccggccc tcccagccaa 
- 455  tgccagaccc ggtgaggagc agccaggctg ctgaccatca gccacttagg 
- 405  gctcgcctgg cctggagaaa ggtgacatca tcgtagctgg gaggtttccg 
- 355  aaggcttcac caatgggaga ccggcgaggt gcttgccttc tgcagctctt 
- 305  ggccaatact aacaaagcaa aagggggccc gggttgttgg tatagaacca 
- 255  atgggaaaca aggaaggagc acgaggcgga gttgcgaatc ctgtcaccag 
- 205  ttggaaagag ggggtggagc ccgggccttg tcaagtgtga ccaaccagcg 
- 155  agaggagcgg actttgcggg gtggagccct gaagccctct cccaatcgca 
- 105  caagtgtagg ggcggggcat tctttggggg gcccaatgag gaacgcggcc 
-  55  gaagctggcc tgtcaagaga aggggctggg ggcggggaga tggtgagtcg 
-   5  gggatAAACA CTCCGCGGCG GTGGCGGCTG CTGCTCTGCT CCGGGTTCTG 
+  46  TCACTGTGTC GGCGGTGCCC AGCTCACTGG CCCCCTCCCT CTCTTGTCGA 
+  96  GCGTGGTTGC CAGAGAGGCT CCCTCAGCCC TGCTCCGCGG GGTCCACAGC 
+ 146  GGGCTCCACA GCGGGCTCCA TAGCGGGCTC CACAGCGGTC CGGCGGCGGC 
+ 196  AGCGAGCCCG TGGGCAGTGG GGGTTGGTCC CGTGGCTCCG GCCCCCGGTG 
+ 246  CAGAATGGCG GCGGCGGTTC GGATGAACAT CCAGATGCTG CTGGAGGCGG 
+ 296  CCGACTATCT GGAGCGGCGG GAGAGAGgtg cacggggacg gggaggggtc 
+ 346  cactcgaaac gaggccgggg gtcctgtggg gccggcctca ggtccgggcg 
+ 396  cccagccgct ccgggggtgg ttggaggcgg ggagaccgcg agcgctccca 
+ 446  acccctctgg ctctccccac gcgcggtccg aagggaagcc gccgctgccc 
+ 496  caaagcaatg aatggggtgg agaaggggct gccgcccgcc ggggtcccga 
+ 546  acgccgcccc ttccccagcc cttcacgagt gggtggccgg ggccccctcc 
+ 596  gatagcctcc ctggtttacc tcacccgggc tggtcccggc cggcccccag 
+ 646  gtgggcccgg cgccccagtc tcctgggcag aggagcagcg cctcccggtc 
+ 696  cccggctcac ggtgcttgcc ccgcaccttc gcctgagctg gttccactta 
+ 746  acccgcacca acctgctgga tgtagccagt gggaaaccca ggctgcgtga 
 
Abb. 4.24 Sequenz des humanen mad1-Promotors. Der unterstrichene Abschnitt 
(acaaaaat...CCGGTGC) stellt die klonierte Region (-1282 bis +246) dar, grau unterlegt (aggtg...GGCTG) 
ist die Homologie-Box (-386 bis +25), blau unterlegt sind jeweils die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten 
Transkriptonsstartpunkte (+1 AAACA und +204 CGTGGG) und grün unterlegt (ATGGCGGCGGCG) ist der 
Translationsstart (+250). Alle Positionsangaben sind bezogen auf den Transkriptionsstartpunkt, welcher für das 
lange 5´-RACE-Fragment ermittelt worden ist. Exon 1 ist durch Grossbuchstaben gekennzeichnet 
(ATGGCGGCGGCG), die kodierende Sequenz ist fettgedruckt.  
 82 
4.7 Transaktivierung des humanen mad1-Promotors 
in Reportergen-Assays 
 
Das Plasmid pGL2 enthält als Reportergen die Luciferase-cDNA. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde der putative humane mad1-Promotor oberhalb des Luciferase-Gens kloniert. Somit 
wird die Expression der Luciferase durch den mad1-Promotor regulierbar. Durch transiente 
Ko-Transfektion dieses Reportergen-Konstrukts (HuMadProm-pGL2) mit 
Expressionsplasmiden für verschiedene Transkriptionsfaktoren lässt sich nun die Funktion 
der klonierten DNA-Sequenz untersuchen. In allen folgenden Transfektions-Experimenten 
und nachfolgenden Reportergen-Assays diente die eukaryotische Zellinie RK13 als 
Wirtssystem. Die transfizierte Menge des Reportergen-Konstrukts (HuMad1-Prom/pGL2 
und MuMad1-Prom/pGL2) betrug immer 1 µg. Die Expressions-Plasmide wurden, wie in den 
Abbildungen angegeben, titriert. Eine Menge von 2 µg reicht aus, den mad1-Promotor 
optimal zu aktivieren. Um die Transfektionseffizienz zu bestimmen, wurden jeweils 1 µg eines 
β-Galactosidase-Expressionsplasmides (pEQ176) ko-transfiziert. Anhand der β-
Galactosidase-Expression wurde die Luciferase-Aktivität abgeglichen, um sie von der 
Transfektionseffizienz unabhängig zu machen. In jedem einzelnen Experiment wurde für 
jeden Wert eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die einzelnen Transfektionsexperimente 
wurden dreimal (n=3) (Ausnahmen sind angezeigt) durchgeführt. Die Gesamtmenge an 
transfizierter DNA betrug immer 9 µg. Als Auffüll-Vektor wurde pBS/KS+ verwendet. 
Die Zellen (RK13) wurden wie beschrieben mit der Calcium-Phosphat-Methode transfiziert, 
nach 6 Stunden mit HEPES gewaschen und in frischem Zellkultur-Medium inkubiert. 24 
Stunden nach Transfektion wurden sie gegebenenfalls mit dem Cytokin G-CSF (100 ng/ml G-
CSF, entspricht 3 µl/ 6 cm-Schale) stimuliert. In diesem Fall mussten 1 µg des 
Expressionsplasmides für den G-CSF/R ko-transfiziert werden. Nach 48 Stunden wurden die 
Zellen geerntet, lysiert und der Reportergen-Assay durchgeführt. 
Alle Daten sind Mittelwerte dreier paralleler Platten, mehrerer unabhängiger Experimente 
+/- Standardabweichung (SD). 
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Abb. 4.25  STAT1 transaktiviert den murinen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.25 A STAT1 induziert den murinen mad1-Promotor in Abhängigkeit von G-CSF 
Abb. 4.25 B STAT1 induziert dosisabhängig den murinen mad1-Promotor 
Zu A: RK13-Zellen wurden mit 1 µg des murinen mad1-Reportergen-Konstruktes, 2 µg des STAT1- und 1 µg des 
G-CSF/R-Expressionsplasmides ko-transfiziert und nach 24 h mit 100 ng/ml G-CSF stimuliert. 
Zu B: RK13-Zellen wurden mit 1 µg des murinen mad1-Reportergen-Konstruktes, titriertem STAT1- (0,1-4 µg) und 
1 µg des G-CSF/R-Expressionsplasmides ko-transfiziert. Die errechneten Werte stellen die relative Luciferase-
Aktivität nach β-Galaktosidase-Abgleich dar. Der Wert der ersten Säule wurde gleich eins gesetzt. In 
Vorversuchen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Effekten von STAT1 alleine und 
GCSF+GCSF/R alleine bzgl. der Basal-Aktivität beobachtet werden. (n=3) 
 
 
Abb. 4.26  STAT1 transaktiviert den humanen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.26 STAT1 induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
In Abb. 4.25 A konnte für den murinen mad1-Promotor eine G-CSF-abhängige STAT1-Transaktivierung gezeigt 
werden. 2 µg des Expressionsplasmides zeigten dabei das höchste Transaktivierungspotential. Das 
Reportergenkonstrukt HuMad1-Prom/pGL2 (1 µg) wurde mit 0, 0,5 und 2 µg STAT1 und 1 µg G-CSF/R ko-
transfiziert, G-CSF-Stimulation mit 100 ng/ml nach 24 h. Der Wert der ersten Säule wurde gleich eins gesetzt. 
(n=2) 
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 84 
Abb. 4.27  STAT3 transaktiviert den humanen mad1-Promotor 
 
 
 
Abb. 4.27 A STAT3 induziert den murinen mad1-Promotor in Abhängigkeit von G-CSF 
Abb. 4.27 B STAT3 induziert dosisabhängig den murinen mad1-Promotor 
Zu A: RK13-Zellen wurden mit 1 µg des murinen mad1-Reportergen-Konstruktes, 2 µg des STAT3- und 1 µg des 
G-CSF/R-Expressionsplasmides ko-transfiziert und nach 24 h mit 100 ng/ml G-CSF stimuliert. 
Zu B: RK13-Zellen wurden mit 1 µg des murinen mad1-Reportergen-Konstruktes, titriertem STAT3- (0,1-4 µg) und 
1 µg des G-CSF/R-Expressionsplasmides ko-transfiziert. Die errechneten Werte stellen die relative Luciferase-
Aktivität nach β-Galaktosidase-Abgleich dar. Der Wert der ersten Säule wurde gleich eins gesetzt. In 
Vorversuchen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Effekten von STAT3 alleine und 
GCSF+GCSF/R alleine bzgl. der Basal-Aktivität beobachtet werden. (n=3) 
Abb. 4.28  STAT3 transaktiviert den humanen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.28 STAT3 induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
In Abb. 4.27 A konnte für den murinen mad1-Promotor eine G-CSF-abhängige STAT3-Transaktivierung gezeigt 
werden. 2 µg des Expressionsplasmides zeigten dabei das höchste Transaktivierungspotential. Das 
Reportergenkonstrukt HuMad1-Prom/pGL2 (1 µ g) wurde mit 0, 0,5 und 2 µg STAT3 und 1 µg G-CSF/R ko-
transfiziert, G-CSF-Stimulation mit 100 ng/ml nach 24 h. Der Wert der ersten Säule wurde gleich eins gesetzt. 
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Abb. 4.29  Die Transkriptionsfaktoren PU.1 und C/EBPα 
   transaktivieren den humanen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.29 A PU.1 induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
Abb. 4.29 B C/EBPα  induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
RK13-Zellen wurden mit 1 µg des HuMad1-Prom-Reportergen-Konstrukts transfiziert. Zu A: Das PU.1-
Expressionsplasmid wurde in zunehmender Menge (0, 0,5 und 2 µg) ko-transfiziert (n=2). Zu B: Das C/EBPα-
Expressionsplasmid wurde in zunehmender Menge (0, 0,1, 0,5 und 2 µg) ko-transfiziert (n=2). Der Wert der 
ersten Säule wurde jeweils gleich eins gesetzt 
Abb. 4.30 Die Transkriptionsfaktoren C/EBP β und ε induzieren 
  dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.30 A C/EBPβ  induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
Abb. 4.30 B C/EBPε  induziert dosisabhängig den humanen mad1-Promotor 
RK13-Zellen wurden mit 1 µg des HuMad1-Prom-Reportergen-Konstrukts transfiziert. Zu A: Das C/EBPβ-
Expressionsplasmid wurde in zunehmender Menge (0; 0,1; 0,5 und 2 µg) ko-transfiziert (n=2). Zu B: Das C/EBPε-
Expressionsplasmid wurde in zunehmender Menge (0, 0,1, 0,5 und 2 µg) ko-transfiziert (n=2). Der Wert der 
ersten Säule wurde jeweils gleich eins gesetzt 
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Abb. 4.31  c-Myb transaktiviert G-CSF- und dosisabhängig 
   den humanen mad1-Promotor 
 
 
 
Abb. 4.31 c-Myb induziert dosisabhängig und G-CSF-abhängig den humanen mad1-Promotor 
RK13-Zellen wurden jeweils mit 1 µg des HuMad1-Prom-Reportergen-Konstrukts transfiziert. Das c-Myb-
Expressionsplasmid wurde in zunehmender Menge (0, 0,5 und 2 µg) ko-transfiziert. Zusätzlich wurden wie 
angezeigt 1 µg G-CSF/R ko-transfiziert und nach 24 h mit G-CSF (100 ng/ml) stimuliert (n=1). Der Wert der 
ersten Säule wurde jeweils gleich eins gesetzt. 
4.7.1 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 
den Reportergen-Assays 
 
Der wichtigste Signaltransduktionsweg, der durch den G-CSF-Rezeptor aktiviert wird, ist der 
sogenannte JAK/STAT-Pathway. Er mündet in die Dimerisierung von STAT-Proteinen, die 
dann in den Zellkern translozieren und ihre Zielgene im Promotor-Bereich binden. Im 
humanen mad1-Promotor konnten zwei potentielle Bindestellen für STAT-Faktoren 
identifiziert werden. Diese entsprechen nicht der in der Literatur beschriebenen optimalen 
Consensus-Binding-Site, denn sie enthalten nicht die optimale Basen-Anzahl innerhalb des 
TT...AA-Motivs. Aber STAT 1 und STAT 3 besitzen immer noch eine ausreichende Affinität zu 
Bindestellen, wenn sie nur einen 3bp- oder 4bp-Spacer enthalten (Seidel et al. 1995). 
Weiterhin konnten Look et al. (1995) mit dem Protein Sp1 einen Faktor identifizieren, 
welches mit STAT 1 eine synergistische Interaktion am Promotor des ICAM-Genes zeigt. Man 
kann vermuten, dass eine weniger affine Bindung von STAT-Faktoren an DNA durch Ko-
Faktoren stabilisiert werden kann. Die Rolle der STAT-Proteine in der Differenzierung wird 
kontrovers diskutiert. Die Daten, die eine tumorfördernde Rolle der STATs belegen, sind in 
der Überzahl. Insbesondere eine Dysregulation von STAT3 oder STAT5 wird für die 
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Entstehung einiger Leukämien verantwortlich gemacht (Coffer et al. 2000; Bowman et al. 
2000). Es mehren sich aber auch Hinweise, die eine Bedeutung der STATs in der 
Differenzierung und Wachstumshemmung [besonders STAT1, (Levy and Gilliland 2000)] 
zeigen (Smithgall et al. 2000; Dimberg et al. 2000; Minami et al. 1995; Bovolenta et al. 1996; 
McLemore et al. 2001). Der G-CSF-Rezeptor aktiviert hauptsächlich STAT3 und STAT1, im 
geringeren Ausmass auch STAT5 (Chakraborty et al. 1996; Tian et al. 1994; Ward et al. 1999; 
Dong et al. 1998). Auf dem humanen mad1-Promotor liess sich in Reportergen-Assays eine 
Induktion der Luciferase durch STAT3 und STAT1 reproduzierbar nachweisen. Um diese 
Ergebnisse zu bestätigen, wurden sie auch auf dem murinen mad1-Promotor durchgeführt. 
Dabei zeigten die Effekte eine deutliche Abhängigkeit von der Ko-Transfektion des G-CSF-
Rezeptors und dessen Stimulierung mit dem Cytokin G-CSF. Ko-Transfektion des G-CSF/R 
ohne Stimulation durch G-CSF führt auch zu einer Zunahme der Luciferaseaktivität. Dies 
lässt sich durch seine intrinsische Aktivität erklären. Am stärksten induzieren lässt sich das 
Reportergen aber erst durch Stimulation der Zellen mit G-CSF. Das Ausmass dieses Effektes 
rangiert im Bereich einer 3-4-fachen Aktivierung und zeigt eine deutliche Dosis- und G-CSF-
Abhängigkeit (Abb. 4.25 bis Abb. 4.28). Aus Vorversuchen war bekannt, dass die alleinige 
Kotransfektion von STATs oder des GCSF/Rs (+ GCSF-Stimulation) keine signifikanten 
Effekte gegenüber der Basal-Expression hat. Weiterhin kann die Hypothese, dass der mad1-
Promotor ein Zielgen der STAT-Faktoren sein kann, aufrechterhalten werden. 
Für viele Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie konnte deren Relevanz in der Hämato- und 
Myelopoese nachgewiesen werden. Insbesondere für PU.1 ist gezeigt worden, dass es wichtig 
für die Expression vieler hämatopoetischer Differenzierungsmarker ist und dass es eine 
wichtige Rolle in der Regulation der Differenzierung myeloischer Zellen spielt (Smith et al. 
1996; Du et al. 2002; Ford et al. 1996; Aittomäki et al. 2000; Oelgeschläger et al. 1996). 
Deshalb wurde PU.1 als potentieller Induktor der mad1-Transkription postuliert und im 
Reportergen-Assay getestet. Transfektion des humanen mad1-Reportergen-Konstrukts und 
Ko-Transfektion einer Titrationsreihe des PU.1-Expressionsplasmides zeigte eine ca. 5-fache 
Transaktivierung des mad1-Promotors (Abb. 4.29 A). Somit kann mad1 als Zielgen von 
PU.1 postuliert werden. 
Weiterhin wurden mehrere Faktoren der C/EBP-Familie (C/EBP α   β und ε) auf ihr 
Transaktivierungspotential hin überprüft. C/EBPs sind ebenso in der Expression myeloider 
Marker und der Wachstumskontrolle hämatopoetischer Zellen involviert (Ford et al. 1996; 
Lekstrom-Himes 2001; Rooney and Calame 2001; Verbeek et al. 1999). Auch hier konnten 
signifikante Ergebnisse erzielt werden, indem C/EBPα,  β,   und ε dosisabhängig den mad1-
Promotor aktivieren. Als Einzelfaktor zeigte C/EBPβ mit einem ca. 13-fachen Anstieg der 
Luciferase-Aktivität das höchste Transaktivierungspotential (Abb. 4.30 A). Die 
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Transaktivierung durch C/EBPα und ε beträgt ungefähr das 5-7-fache (Abb. 4.29 B und 
Abb. 4.30 B). 
Zuletzt wurde c-Myb als Transkriptionsfaktor überprüft. c-Myb ist ein essentieller Faktor in 
der Myelopoese. Er wird in proliferienden Vorläuferzellen exprimiert und mit Induktion der 
Differenzierung herunterreguliert (Tenen et al. 1997). Dessen Fehlregulation ist bedeutsam 
in der Genese myeloischer und lymphatischer Tumore (Weston 1999; Oh and Reddy 1999). c-
Myb kann aber auch mit PU.1 und C/EBPs interagieren und myeloid-spezifische Gene 
aktivieren (Oelgeschläger et al. 1996; Verbeek et al. 1999). Der humane mad1-Promotor 
enthält zwei potentielle c-Myb-Bindestellen. Ko-Transfektion des humanen mad1-
Reportergen-Konstrukts mit titriertem (0, 0,5 und 2 µg) c-Myb-Expressionsplasmid und Ko-
Transfektion des G-CSF/R (1 µg Expressionsplasmid) und dessen Stimulation mit G-CSF 
(100 ng/ml) führt zu einer deutlichen GCSF-abhängigen Zunahme der Luciferase-Aktivität. 
Die maximale Aktivierung durch c-Myb alleine ist etwa 10-fach und lässt sich durch 
Aktivierung des ko-transfizierten GCSF/Rs auf mehr als das 20-fache steigern (Abb 4.31). 
Dieses Ergebnis ist ein starker Hinweis darauf, dass c-Myb G-CSF-abhängig den mad1-
Promotor reguliert. 
Es ist bekannt, dass Gene häufig nicht nur durch einen einzelnen Transkriptionsfaktor 
aktiviert werden. Vielmehr ist dafür ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren nötig. Es ist also 
sinnvoll, einen eventuellen Synergismus von Transkriptionsfaktoren auf dem mad1-
Promotor durch komplexere Ko-Transfektionsexperimente zu untersuchen. Für c-Myb, 
C/EBPα und PU.1 ist solch ein Synergismus auf dem NE-Promotor nachgewiesen worden 
(Oelgeschläger et al. 1996). Der mad1-Promotor enthält auch Bindestellen für die Faktoren 
Sp1 und GATA1. Es bietet sich an, diese Faktoren einzusetzen und zusätzlich Sp1 mit STAT1 
zu ko-transfektieren. In Fortführung des mad1-Projektes sollen also weitere Transfektionen 
und Reportergen-Assays durchgeführt werden, die diese Zusammenhänge näher 
untersuchen. Ausserdem müssen die Deletionsmutanten des humanen mad1-Promotors 
eingesetzt werden. Dadurch lassen sich relevante Bindestellen grob lokalisieren. 
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4.8 ChIP-Analysen: Bindung von Transkriptionsfaktoren 
an den mad1-Promotor in vivo 
 
Weiterhin wurde untersucht, ob die in vitro ermittelten Transkriptionsfaktoren auch in vivo 
an den mad1-Promtor binden. Dies ist durch die Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 
möglich. Die ChIP kann eine direkte Interaktion von Proteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren) 
mit DNA nachweisen. Es werden Proteine mit Formalin kovalent an DNA gebunden, das 
Chromatin mittels Ultraschall fragmentiert und DNA-Protein-Komplexe mit gegen die 
jeweiligen Faktoren gerichtete Antikörper präzipitiert. Nach Reversem-Crosslinking 
(Proteine und DNA werden wieder voneinander getrennt) werden die so isolierten DNA-
Fragmente mittels PCR analysiert. Die Kenntnis der Basen-Sequenz des zu untersuchenden 
DNA-Abschnitts ist dabei eine wichtige Voraussetzung. 
In den folgenden ChIP-Experimenten lag das Hauptaugenmerk auf der Bindung von 
Transkriptionsfaktoren an die Homologie-Box des humanen mad1-Promotors. Es wurden 
drei Primer-Paare (C, D und E) entworfen, die diese Region um wenige Basenpaare 
überlappend spezifisch nachweisen können (Abb. 4.32). 
 
Abb. 4.32 ChIP-Analyse: Lokalisation der Primer 
 
 
 
 
Als Negativ-Kontrolle ist es ausreichend Primer-Paare zu positionieren, die weit genug von 
der nachzuweisenden Region entfernt sind (Primer-Paare A, B, F und G). Das PCR-Signal 
dieser Primer sollte, bei suffizienter Sonifizierung (Fragmente <500bp), gering sein und stellt 
den Hintergrund dar. Es wurden jeweils zwei Primer-Paare 5´ (A und B) und 3´ (F und G) 
vom humanen mad1-Promotor positioniert (Abb. 4.32). 
Die ChIP ist eine in-vivo-Methode, die endogene Protein/DNA-Interaktion untersucht. Als 
Modellsystem wurde die G-CSF-induzierte mad1-Expression in humanen U937-Zellen 
verwendet (A. Sommer, Dissertation 1997). U937-Zellen wurden in einer Dichte von 5x105 
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Zellen/ml kultiviert. Für jede Immunpräzipitation wird Gesamtzellmenge von 5x107 Zellen 
benötigt. Mit Beginn des Experimentes wurden proliferierende U937-Zellen mit 100 ng/ml 
G-CSF stimuliert und für zwei Stunden inkubiert. Eine Vergleichskultur unterlag keiner 
Behandlung. Lediglich die verwendeten Antikörper variieren je nach Fragestellung. In jedem 
einzelnen Experiment wurde die Effizienz der Chromatin-Sonifizierung kontrolliert (Abb. 
4.33). 
Abb. 4.33 ChIP: Effizienz-Kontrolle der Sonifizierung 
 
 
 
 
Durch Verwendung von Antikörpern gegen acetyliertes Histon H3 und H4 und gegen den N- 
und C-Terminus der RNA-Polymerase II sollte eine Veränderung des Acetylierungsstatus 
nach G-CSF-Stimulation am und eine eventuelle Rekrutierung der RNA-Pol-II an den mad1-
Promotor nachgewiesen werden. Denn eine Zunahme der Histon-Acetylierung findet man an 
transkribierten Genen, ebenso eine Rekrutierung und Aktivierung der RNA-Pol-II. 
Die nachfolgende PCR-Analyse (Abb. 4.34) zeigt für den Primer B keine signifikanten 
Signalintensitätszunahmen gegenüber der Cytochrom c-Bande, zeigt also keinen Nachweis 
der RNA-Pol-II und acetylierter Histone oberhalb (5´) des mad1-Promotors. Mit dem Primer 
E findet sich ein signifikantes Signal sowohl für die Polymerase als auch für acetylierte 
Histone im Bereich der Homologie-Box des mad1-Promotors. Der Antikörper gegen den N-
Terminus der Polymerase zeigt ein deutlich intensiveres Signal gegenüber dem gegen den C-
Terminus gerichteten. Wahrscheinlich wird der C-Terminus durch Protein-DNA- oder 
Protein-Protein-Interaktionen maskiert. Die Signalintensitäten für acetylierte Histone H3 
und H4 sind annähernd gleich. Eine Signalzunahme ist erst mit Beginn des mad1-Gens 
(Promotor) zu beobachten (Primer E) und bleibt auch unterhalb (3´) des 
Transkriptionsstarts bestehen (Primer F). Im Bereich der Homologie-Box des mad1-
Promotors, ist die Pol II-Bande am stärksten, 5´ davon ist Pol II nicht nachzuweisen (Primer 
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Abb. 4.33 Fragmentgrössen des sonifizierten 
Chromatins. In jedem ChIP-Experiment wurde die Effizienz 
der Sonifizierung kontrolliert. Dazu wurden 1 µg aus jedem 
Ansatz auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen und einer 
Elektrophorese unterzogen. Ziel der Sonifizierung ist es DNA-
Fragmente zu erhalten, die eine durchschnittliche Länge von 
500bp haben. Fragment-Längen über 1000bp führen zu 
einem zu einem hohem Hintergrundsignal in der PCR-
Analyse. 
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B), 3´ der Homologie-Box (Primer F) ist das Signal zwar vermindert aber immer noch 
nachweisbar, wahrscheinlich als Ausdruck der RNA-Synthese. Es lässt sich keine 
Abhängigkeit von der G-CSF-Stimulation feststellen. 
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Abb. 4.34 Nachweis acetylierter Histone und der RNA-Pol.II 
  im Bereich des humanen mad1-Promotors 
 
 
Abb. 4.34 Sonifizierte aber nicht immunpräzipitierte Input-DNA wurde in zunehmender Menge (0, 0,5. 2, 8, 32 ng pro 
2,5 µl) in der PCR eingesetzt, um eine Titrationskurve zu erstellen, anhand derer die spezifischen Signale nach 
Immunpräzipitation abgeschätzt werden können. Es wurden jeweils 2 µg der angezeigten Antikörper in der Immunpräzipitation 
eingesetzt, die Template-Menge in der PCR betrug jeweils 2,5 µl. Die Primer B und F dienen als Negativ-Kontrolle der PCR-
Reaktion und α-Cytochrom c als Negativ-Kontrolle der Immunpräzipitation. 
Mit der nächsten ChIP sollten C/EBPβ, STAT1 und STAT3 auf dem mad1-Promotor 
nachgewiesen werden (Abb. 4.35). α-c-Myc wurde eingesetzt, um eine funktionelle Negativ-
Kontrolle zu erhalten. Mit Induktion der Differenzierung wird c-Myc herunterreguliert. 
Überraschenderweise lässt sich aber gerade mit diesem Antikörper die höchste, trotz allem 
sehr schwache, Signalintensität erzielen. Eine Bindung von C/EBPβ, STAT1 und STAT3 an 
den mad1-Promotor konnte unter diesen Versuchsbedingungen nicht nachgewiesen werden. 
Ebenso findet sich kein Zusammenhang mit einer G-CSF-Stimulation. Die scheinbare 
Bindung von c-Myc an den mad1-Promotor ist schwer erklärbar. Die ChIP kann hier 
hinsichtlich funktioneller Zusammenhänge keine Aussage treffen. Sie weist nur die 
DNA/Protein-Interaktion nach. Zum einen kann eine vollständige Herunterregulation von c-
Myc innerhalb von 2 h nicht erwartet werden, zum anderen ist c-Myc in proliferierenden 
Zellen an viele Promotoren gebunden, deren Gene das Zellwachstum steuern. c-Myc kann 
auch als Repressor der Transkription wirken (Gery and Koeffler 2003; Wanzel et al. 2003). 
Man kann hier eine gegenseitige (positive oder negative ?) Beeinflussung der Mitglieder des 
Myc/Max/Mad-Netzwerks auf transkriptioneller Ebene vermuten. Allerdings findet sich in 
der beschriebenen Homologie-Box des mad1-Promotors keine E-Box. Es ist allerdings eine 
DNA-unabhängige Wirkung von c-Myc an Promotoren denkbar (Wanzel et al. 2003). 
ChIP-Experimente, die die zeitabhängige „Bindung“ von c-Myc am Promotor untersuchen, 
können weitere Erkenntnisse bringen. Es ist interessant zu wissen ob es sich um eine Zu- 
oder Abnahme handelt. Interessant sind besonders die frühen Zeitpunkte (1/2 h und 1 h) nach 
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G-CSF-Stimulation. Dies gilt ebenso für die anderen Faktoren, die eventuell nur zu frühen 
Zeitpunkten transient am Promotor nachgewiesen werden können. 
Abb. 4.35 ChIP: Kein Nachweis einer Bindung von C/EBP β, STAT 1 
  und STAT 3 an den humanen mad1-Promotor 
 
 
Abb. 4.35 Sonifizierte aber nicht immunpräzipitierte Input-DNA wurde in zunehmender Menge (0, 0,5. 2, 8, 32 ng pro 
2,5 µl) in die PCR eingesetzt, um eine Titrationskurve zu erstellen, anhand derer die spezifischen Signale nach 
Immunpräzipitation abgeschätzt werden können. Es wurden jeweils 2 µg der angezeigten Antikörper in der Immunpräzipitation 
eingesetzt, die Template-Menge in der PCR betrug jeweils 2,5 µl. Primer C weist spezifisch die Homologie-Box des humanen 
mad1-Promotors nach, α-Cytochrom c dient als Negativ-Kontrolle der Immunpräzipitation. 
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Abb. 4.36 ChIP: c-Myb und PU.1 binden an den 
humanen mad1-Promtor 
 
 
Abb. 4.36 Sonifizierte aber nicht immunpräzipitierte Input-DNA wurde in zunehmender Menge (0, 0,5. 2, 8, 32 ng pro 
2,5 µl) in die PCR eingesetzt, um eine Titrationskurve zu erstellen, anhand derer die spezifischen Signale nach 
Immunpräzipitation abgeschätzt werden können. Es wurden jeweils 2 µg der angezeigten Antikörper in der Immunpräzipitation 
eingesetzt, die Template-Menge in der PCR betrug jeweils 2,5 µl. Primer C weist spezifisch die Homologie-Box des humanen 
mad1-Promotors nach, α-Cytochrom c dient als Negativ-Kontrolle der Immunpräzipitation. 
PU.1 ist in der ChIP-Analyse auf dem humanen mad1-Promotor nachweisbar (Abb. 4.36). 
Dieses Signal ist spezifisch für die Promotor-Region (Primer C+D+E), denn sowohl 5´ 
(Primer A+B) als auch 3´ (Primer F+G) vom Promotor lässt sich PU.1 nicht mehr 
nachweisen. Allerdings findet sich auch hier keine signifikante Abhängigkeit der DNA-
Bindung von einer G-CSF-Stimulation. Für c-Myb findet sich eine geringe Bindung an den 
mad1-Promotor (Primer E) spezifisch für die Homologie-Box. 
Alle ChIP-Experimente wurden nur einmal durchgeführt. Eine nochmalige Wiederholung ist 
deshalb notwendig. Es sollten zusätzlich frühe Zeitpunkte gewählt werden, um eventuell 
frühe oder auch nur kurzfristige Veränderungen detektieren zu können. 
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5.  DISKUSSION 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten erste Grundlagen geschaffen werden, um die Regulation des 
humanen mad1-Gens auf transkriptioneller Ebene besser verstehen zu können. Bislang war 
nur bekannt, dass das mad1-Gen durch das Cytokin G-CSF und durch den Phorbolester TPA 
in humanen U937- und in murinen 32Dcl3-Zellen induzierbar ist (A. Sommer, Dissertation, 
1997, Larsson et al. 1993). Es sollten mit dieser Arbeit regulatorische DNA-Elemente 
identifiziert und mögliche Transkriptionsfaktoren der mad1-Expression ermittelt werden. 
Zunächst wurden potentielle mad1-Promotor-Sequenzen des menschlichen und des Nager-
Genoms miteinander verglichen und auf eventuelle konservierte Bereiche hin untersucht. 
Dann folgte die Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes zur Identifizierung des Core-
Promotors. Nachdem auf diese Weise eine potentielle regulatorische Region eingegrenzt 
werden konnte, wurde die Chromatinstruktur auf nukleosomaler Ebene in diesem Abschnitt 
untersucht. Nachfolgend wurde diese Region in ein Reporter-Plasmid kloniert, um in vitro 
dessen Promotoraktivität nachzuweisen und um verschiedene Transkriptionsfaktoren auf ihr 
Transaktivierungspotential hin zu überprüfen. Schlussendlich sollten diese Ergebnisse aus 
den Reporter-Gen-Assays durch die Methode der Chromatinimmunpräzipitation in vivo 
bestätigt werden. 
 
5.1 Identifizierung einer konservierten Region 
im mad1-Promotor 
 
Der Transkriptionsstart (Core-Promotor) eines Gens liegt mehrere Basen oberhalb (5´) vom 
Translationsstart. Für viele Gene ist bekannt, dass sich regulatorische DNA-Elemente 
(Promotoren, cis-aktivierende Elemente, Enhancer und Silencer) wiederum direkt oberhalb 
des Transkriptionsstarts, über eine Spanne von bis zu 3000bp, befinden. Es gibt aber auch 
cis-Elemente, die weit entfernt sind (>10000bp) oder sich sogar im Gen selbst befinden 
können. Für den humanen mad1-Promotor wurden zunächst die ersten 3000bp oberhalb des 
Translationsstarts als regulatorische Promotor-Region angenommen. 
Nach Eingabe der menschlichen mad1-cDNA in eine DNA-Datenbank zur Suche nach 
homologen Sequenzen, resultierte die Herausgabe genomischer Sequenzen sowohl des 
Menschen, der Maus und der Ratte. Es wurde der Translationsstart als erster Bezugspunkt 
aufgesucht und willkürlich ein 3000bp langer Abschnitt direkt oberhalb davon definiert und 
als potentieller Promotor angenommen. Es fällt auf, dass der proximale Promotorbereich des 
mad1-Gens sehr GC-reich ist. Auch fehlt die sogenannte TATA-Box. Im durchgeführten 
Sequenzvergleich (Alignement) zwischen der humanen und der Nager- (Maus und Ratte) 
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DNA fand sich eine Region, die zwischen Mensch und Nager zu fast 70% homolog ist. Diese 
hohe Homologie für nicht-kodierende DNA ist ein starkes Indiz für dessen funktionelle 
Bedeutsamkeit. Diese sogenannte Homologie-Box ist 406bp lang und im Menschen 229bp 
vom Translationsstart entfernt (Abb. 4.24). Sie gewinnt noch mehr an Bedeutung, dadurch 
dass sich hier mehrere Bindestellen für Transkriptionsfaktoren in dichter Abfolge befinden. 
Besonders die Bindestellen und flankierenden Basen weisen eine sehr hohe Homologie 
zwischen den drei Spezies auf. Es wurden für mehrere hämatopoetisch relevante 
Transkriptionsfaktoren Bindestellen gefunden. Darunter befinden sich Bindestellen für: c-
Myb, C/EBPs, PU.1 (Ets-Faktor), STATs, Sp1 und GATA (Abb. 4.3). Es kann keine TATA-
Box identifiziert werden. 
Anhand dieses ersten Ergebnisses kann zurecht vermutet werden, dass dieser so eingegrenzte 
DNA-Abschnitt eine wichtige Rolle in der transkriptionellen Regulation des mad1-Gens 
spielen kann. Denn oft sprechen konservierte DNA-Bereiche zwischen entfernt verwandten 
Spezies für deren funktionelle Wirksamkeit. 
Dank dieser Analyse konnten auch potentielle Transkriptionsfaktoren der mad1-Expression 
postuliert werden, indem diese Sequenz auf das Vorkommen von bekannten Bindestellen für 
Transkriptionsfaktoren untersucht wurde. Dabei fällt auf, dass es sich bei den gefundenen 
Faktoren durchweg um Faktoren handelt, für die in zahlreichen Untersuchungen deren 
besondere Relevanz in myeloiden Zellen gezeigt werden konnte. Entweder zeigen sie ein auf 
myeloide Zellen beschränktes Expressionsmuster (Bjerregard et al. 2003; Yamanaka et al. 
1997), sie sind verantwortlich für die Expression myeloider Markergene (Oelgeschläger et al. 
1996, Nuchprayoon et al. 1997, Ford et al. 1996) oder sie sind, auf teils unbekannte Weise, in 
die Regulation von Proliferation und Differenzierung dieser Zellen involviert (McLemore et 
al. 2001). Weiterhin gibt es Untersuchungen, die eine Kooperation zwischen C/EBPα und 
dem G-CSF-Signal belegen (Wang et al. 2001; Zhang et al. 1997). Für Mad1 konnte gezeigt 
werden, dass es besonders wichtig für den Austritt der Zelle aus dem Zell-Zyklus, für die 
terminale Differenzierung von Granulozyten und Inhibition der Apoptose bei G-CSF-Mangel 
ist (Foley et al. 1998; Bejarano et al. 2000, Gehring et al. 2000). Diese Befunde sprechen für 
einen Zusammenhang zwischen den oben genannten Transkiptionsfaktoren und der 
Funktion von Mad1 im Rahmen der granulozytären Differenzierung. Man kann schon hier 
ein komplexes Modell zur mad1-Regulation in myeloiden Zellen (insb. neutrophilen 
Granulozyten) aufstellen: G-CSF-Stimulation von Zellen führt zu einer Aktivierung oben 
genannter Transkriptionsfaktoren (z.B PU.1, C/EBPs). Diese wiederum transaktivieren das 
mad1-Gen, das nun ein Effektor der Differenzierung ist. Mad1 beteiligt sich am Zell-Zyklus- 
und Proliferationsstopp, sodass der Differenzierungsprozess eingeleitet werden kann. Für c-
Myb und STAT-Faktoren liegen eine ganze Reihe kontroverser Befunde vor, so dass sie als 
Effektor der Differenzierung und Inhibitor der Proliferation nicht reibungslos in dieses 
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Konzept eingebaut werden können. Unbestritten bleibt deren Wichtigkeit in der normalen 
Hämatopoese (Shapiro 1995; Shimozaki et al. 1997; McLemore et al. 2001; Ilaria et al. 1999). 
Die meisten Untersuchungen belegen für c-Myb und STATs einen proliferations-fördernden 
Effekt, was eine mögliche Aktivierung von Mad1 vorerst ausschliesst. C-Myb ist ein Proto-
Onkogen und ist häufig in hämatopoetischen und lymphatischen Tumoren hochreguliert 
(Weston 1999; Gerwirtz 1999). Auch für STATs wird in einer Vielzahl menschlicher Tumoren 
eine deregulierte Aktivierung beschrieben (Bowman et al. 1999). Sogar das Proto-Onkogen c-
Myc ist als Zielgen von c-Myb (Nakagoshi et al. 1992; Zobel et al. 1992), STAT1 (Ramana et 
al. 2000) und STAT3 (Bowman et al. 2000; Kiuchi et al. 1999) beschrieben worden. 
Andererseits aber belegen Untersuchungen, dass c-Myb ein essentieller Ko-Faktor in der 
Expression des myeloiden Differenzierungsmarkers Neutrophile Elastase ist (Oelgeschläger 
et al. 1996) und dass STAT1, STAT3 und STAT5 essentiell in der G-CSF-vermittelten 
granulozytären Differenzierung sind (Smithgall et al. 2000; Mc Lemore et al. 2001; de 
Koning et al. 2000; Shimozaki et al. 1997; Ilaria et al. 1999). Im humanen mad1-Promotor 
befinden sich Bindestellen für c-Myb und STATs. Es kann sein, dass über diese Repression 
von Mad1 erzeugt wird. Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit in Reportergen-Assays 
eine Transaktivierung von Mad1 durch c-Myb und STAT1 und STAT3 nachgewiesen werden. 
Somit wird eine schlüssige Interpretation bereits vorhandener Ergebnisse und von Befunden, 
die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden, schwierig in Bezug auf die Rolle von c-Myb 
und STATs in Proliferation und Differenzierung myeloider Zellen. Es lassen sich 
Erkenntnisse, die aus in vitro-Experimenten gewonnen wurden, nicht uneingeschränkt auf in 
vivo-Verhältnisse übertragen. Ausserdem müssen Effekte von Transkriptionsfaktoren immer 
im gesamten Zell- und Gewebekontext gesehen werden. So kann es durchaus sein, dass ein 
und derselbe Faktor in frühen Entwicklungsstadien Proliferation induziert und unterhält, 
aber in terminalen Stadien die Differenzierung einleitet oder umgekehrt, jeweils abhängig 
von der Gesamtheit aller auf eine Zelle eintreffenden Signale. 
 
5.2  Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes 
des humanen mad1-Gens 
 
Die Kenntniss des Core-Promotors eines Gens ist unerlässlich zur vollständigen 
Charackterisierung eines Gens. Ausserdem dient der Transkriptionsstartpunkt als 
Bezugspunkt zur Beschreibung dieses Genes. Deshalb wurde der Transkriptionsstartpunkt 
des humanen und des murinen mad1-Gens bestimmt. Nach Synthese und Amplifikation der 
5´-cDNA fanden sich ein Transkript für das murine Gen und zwei Transkripte für das 
humane Gen. Dies steht in Übereinstimmung mit Ergebnissen aus Northern-Blot-Analysen 
anderer Arbeitsgruppen, welche für das humane mad1-Gen ebenfalls zwei Transkripte 
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nachweisen konnten (Larsson et al. 1994). Wobei damals die Frage noch offenstand, ob dies 
durch Nutzung zweier verschiedener Transkriptionsstartpunkte oder durch alternatives 
Splicing zustande kommt. Jetzt kann schon gesagt werden, dass für das humane mad1-Gen 
zwei Transkriptionsstartpunkte existieren, an denen die Transkription zweier verschiedener 
mad1-mRNAs initiiert wird. Alternatives Splicing ist dennoch nicht auszuschliessen, zumal 
die Längendifferenz der mRNAs von 2,7kb nicht allein durch Nutzung zweier verschiedener 
Transkriptionsstartpunkte erklärt werden kann. Hier beträgt die Längendifferenz 204bp. 
Die Amplifikationsprodukte aus dem 5´-RACE wurden in Plasmid-Vektoren kloniert und 
sequenziert. Im Falle des murinen Gens wurde ein Transkriptionsstartpunkt identifiziert, 
welcher 3´ vom Translationsstart liegt. Hier muss es sich um ein Artefakt handeln. Erklären 
kann man das Ergebniss dadurch, dass auch die DNA-Abschnitte unterhalb des potentiellen 
Transkriptionsstarts sehr GC-reich sind. Das 5´-RACE verwendet zur cDNA-Synthese eine 
Reverse Transkriptase. Es muss vermutet werden, dass das Enzym nur insuffizient arbeiten 
konnte, denn GC-reiche DNA-Bereiche stellen ein grosses Problem für Enzym-katalysierte 
DNA-Analysen dar. Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des murinen mad1-
Gens muss auf alternative Methoden (z.B. Primer-Extension, S1-Mapping) zurückgegriffen 
werden. 
Im Falle des humanen mad1-Gens war das 5´-RACE erfolgreicher. Auch wenn sich ähnliche 
Probleme zeigten. Mit Sicherheit konnte ein Transkriptionsstartpunkt bestimmt werden. 
Und zwar derjenige, der durch das grosse Fragment amplifiziert wurde (Abb. 4.7). Dieser 
befindet sich 26bp innerhalb der zuvor identifizierten Homologie-Box am 3´-Ende. Die 
Homologie beträgt in diesem Abschnitt nahezu 100%, so dass der murine Transkriptionsstart 
auch hier vermutet werden darf. Die Tatsache, dass einer der Transkriptionsstartpunkte 
genau in die Homologie-Box fällt unterstützt weiterhin die Vermutung, dass diese Region von 
entscheidender Bedeutung für die Regulation der mad1-Expression ist. Die Sequenzanalyse 
des kleinen Fragmentes war weniger zufriedenstellend. Erstens lieferte die Klonierung nur 
zwei Klone, die das entsprechende Fragment enthalten und zweitens ergab die 
Sequenzierung ein unsauberes Ergebniss was den ansynthetisierten Poly-A-Schwanz betrifft. 
Die Base, die unmittelbar dem ansynthetisierten Poly-A-Schwanz folgt ist in beiden Klonen 
die gleiche. Aber der Poly-A-Schwanz ist durch unspezifische Basen unterbrochen, so dass 
hier die Richtigkeit des Ergebnisses angezweifelt werden muss. Es empfiehlt sich 
insbesondere den zweiten Transkriptionsstart durch eine andere Methode (z.B. S1-Mapping 
oder Primer-Extension) zu bestimmen, um das Ergebnis aus dem 5´-RACE abzusichern. 
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5.3  Der humane mad1-Promotor ist über 
der Homologie-Box nukleosomenfrei 
 
Jüngste Erkenntnisse sprechen dem Chromatin und dessen Modifikation eine zunehmend 
bedeutendere Rolle in der Genregulation zu. Es ist bekannt, dass Transkription mit einem 
Remodeling des Chromatins assoziiert ist. Allgemeine und spezielle Transkriptionsfaktoren 
können eine enzymatische Veränderung von Histonen bewirken, umgekehrt beeinflussen die 
Nukleosomen aber auch deren Bindung an die Ziel-DNA. Nukleosomen können Promotoren 
besetzen und deren Transkription inhibieren, sie können aber auch durch unterschiedlichste 
extra- und intrazelluläre Signale ihre Positon verändern, indem sie entweder ganz vom 
Promotor verschwinden oder auf- oder abwärts gleiten (nucleosomal shift) und so 
regulatorische Bereiche freigeben (Lomvardas and Thanos 2001 und 2002). In der 
vorliegenden Arbeit war es primär interessant zu wissen, wo sich die Nukleosomen im 
humanen mad1-Promotor befinden. In einem weiteren Experiment sollte der Einfluss einer 
G-CSF- und TPA-Stimulation auf deren Position untersucht werden. Nach Durchführung des 
ersten Experimentes zeigte sich folgendes Ergebnis: der humane mad1-Promotor weist genau 
über der Homologie-Box kein Nukleosom auf. Das nukleosomen-spezifische Signal reduziert 
sich an dessen Anfang (-386) und steigt an dessen Ende (+25) wieder an. Nach G-CSF- und 
TPA-Stimulation fanden sich am mad1-Promotor keine groben Veränderungen des 
nukleosomalen Verteilungsmusters, im Sinne eines Nukleosomenverlustes, einer 
zusätzlichen Rekrutierung oder sichtbaren Nukleosomen-Verschiebung. Es bleibt aber nicht 
auszuschliessen, dass eine Verschiebung einzelner Nukleosomen um nur wenige Basen 
stattgefunden hat, die mit der angewandten Methode nicht detektiert werden konnte. Für 
den IFNβ-Promotor ist ein solcher Mechanismus beschrieben worden. Dort ist der Core-
Promotor durch ein Nukleosom maskiert, wird aber nach Induktion der Transkription 
freigegeben. Das Nukleosom gleitet etwa 36bp und gibt die TATA-Box frei (Lomvardas and 
Thanos 2001, 2002). 
Es lässt sich folgende Aussage treffen: die Homologie-Box des humanen mad1-Promotors, 
die eine grosse Anzahl von Bindestellen für Transkriptionsfaktoren aufweist, ist sowohl in 
logarhitmisch wachsenden Zellen als auch in G-CSF und TPA-stimulierten Zellen 
nukleosomenfrei. Dies spricht für eine permanente Zugänglichkeit des Promotors im 
myelopoetischen Reifungsprozess, welcher durch alternierende Teilungs- und 
Reifungsschritte gekennzeichnet ist. Ob der Transkriptionsstart durch ein Nukleosom besetzt 
ist und nach Stimulation durch ein nucleosomal-shifting freigegeben wird, konnte nicht 
ermittelt werden. Diesen Aspekt genauer zu untersuchen, bleibt aber weiterhin interssant, 
denn auch für das humane mad1-Gen kann ein solcher Regulationsmechanismus vermutet 
werden. 
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5.4 Klonierung und Transaktivierung des humanen mad1-
Promotors in transienten Transfektionen 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein Fragment des humanen mad1-
Promotors in ein Reportergen-Plasmid kloniert werden. Dieses Fragment reicht bis 4bp vor 
den Translationsstart, schliesst die Homologie-Box mit ein und reicht weit nach 5´, um 
eventuelle regulatorische Sequenzen zu erfassen. Der mad1-Promotor zeigt in transienten 
Transfektionen eine gute basale Aktivität. Zusätzlich wurden Deletionsmutanten hergestellt, 
die eine stetige Verkürzung des Promotors vom 5´-Ende her herbeiführen. K. Jiang konnte in 
ihren Experimenten eine ca. drei-fache Reduktion der basalen Aktivität der 
Deletionsmutante F (-59) (Abb. 4.23) im Vergleich zum Wildtyp-Promotor nachweisen. 
Dies beweist weiterhin die Promotor-Funktion des klonierten DNA-Fragments. Der Literatur 
sind mehrere Transkriptionsfaktoren zu entnehmen, welche in der Differenzierung 
myelopoetischer Zellen eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehören unter anderem Ets-
Faktoren (z.B. PU.1), C/EBPs, Sp1 und STAT-Faktoren. Die Untersuchung der Homologie-
Box konnte auch dort für jeden dieser Faktoren die aus der Literatur bekannten Bindestellen 
nachweisen. Nach Ko-Transfektion dieser Faktoren mit dem humanen mad1-Reportergen-
Plasmid, fand sich für alle Faktoren, ein gutes bis sehr gutes Transaktivierungspotential. Die 
STAT-Faktoren zeigen eine geringere Aktivierung (Abb. 4.25+26; Abb. 4.27+28), was 
sich unter anderem dadurch erklären lässt, dass die Bindestellen nicht genau der in der 
Literatur beschriebenen consensus-binding-site entsprechen. Es ist zu erwarten, dass in vitro 
eine geringere DNA-Affinität besteht mit entsprechend reduzierter Transaktivierung. Es ist 
deshalb aber nicht auszuschliessen, dass in vivo STAT-Faktoren mit anderen DNA-
bindenden Faktoren kooperieren und so dennoch wesentlichen Anteil an der Regulation der 
Transkription haben können. Die STATs rücken jetzt zwar vorerst in den Hintergrund des 
Interesses, sollten aber auf keinen Fall voreilig von der Liste der potentiellen mad1-
Regulatoren gestrichen werden. Denn einer durch den G-CSF/R aktivierten 
Signaltransduktionswege ist der JAK/STAT-Pathway. 
Eine Kooperation von STAT-Faktoren mit anderen Transkriptionsfaktoren kann zum 
Beispiel durch weitere Ko-Transfektionsexperimente genauer untersucht werden. Der 
Transkriptionsfaktor Sp1 ist zum Beispiel ein interessanter Kandidat. Denn Sp1 kooperiert 
mit STAT1 in der IFNγ−vermittelten ICAM-1-Expression (Look et al. 1995) und mit STAT3 in 
der IL-6-vermittelten  Aktivierung des C/EBPδ −Gens (Cantwell et al. 1998). 
Die anderen getesteten Faktoren PU.1, C/EBPα, β  und ε weisen alleine eine ausreichend 
signifikante Aktivierung des mad1-Promotors auf (Abb. 4.29 A+B; Abb. 4.30 A+B). Dies 
steht in Korrelation zu Untersuchungen anderer Forschergruppen, die belegen, dass diese 
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Faktoren essentiell für den Reifungsprozess myeloider Zellen sind. Aber auch für diese 
Faktoren ist eine Kooperativität untereinander beschrieben worden und muss auch im Fall 
des mad1-Promotors gezielt untersucht werden. 
Das Proto-Onkogen c-Myb zeigt in Reporter-Gen-Assays alleine eine ca. 10-fache Aktivierung 
des mad1-Promotors (Abb. 4.31). Eine zusätzliche Ko-Transfektion des G-CSF/R und 
dessen Stimulation kann diesen Effekt verzweifachen (Abb. 4.31). Dies deutet auf eine G-
CSF-vermittelte und c-Myb-abhängige Regulation hin, steht aber in Kontrast zu früheren 
Erkenntnissen, die c-Myb tumor-assoziierte und transformierende Eigenschaften zuweisen. 
Transiente Transfektionen und Reporter-Gen-Assays sind sehr artifizielle 
Untersuchungsmethoden (Überexpression von Faktoren, ausserdem sind RK13-Zellen 
epithelialen Ursprungs). Deshalb ist dieser Befund nur eingeschränkt auf in vivo-
Verhältnisse übertragbar. Ko-transfiziert man c-Myb und die verschiedenen 
Deletionsmutanten des mad1-Promotors (Abb. 4.23) sieht man, dass die Deletionsmutante 
B (-514) gegenüber dem Wildtyp-Promotor zu einer verbesserten Expression der Luciferase 
führt. Es lässt sich also im Promotorabschnitt –1283 bis –514 ein, zumindest für c-Myb, 
inhibitorisches DNA-Element vermuten. Wird die Deletionsmutante E (-185) eingesetzt, 
verringert sich das c-Myb-Signal nur geringfügig. Eine weitere Verkürzung des Promotors 
[Deletionsmutante F (-59)] führt aber zu einem vollständigen Verlust des c-Myb-Effektes 
(experimentelle Durchführung durch K. Jiang). 
c-Myb ist essentiell für eine normale Myelopoese und ist ein Transaktivator früher myeloider 
Gene (Shapiro 1995) Man weiss, dass c-Myb ein wichtiger Faktor der Expression der 
Neutrophilen Elastase ist (Oelgeschläger et al. 1996). Die Neutrophile Elastase ist ein 
Differenzierungsmarker granulozytärer Zellen. Bei dessen Transaktivierung kooperiert c-
Myb mit PU.1 und C/EBPα. Es ist also möglich, das c-Myb abhängig von seinen 
Kooperationspartnern, kontext- und stadienabhängig die Expression von mad1 induzieren 
kann und somit auch antiproliferativ wirksam sein kann. Weitere Ko-Transfektions-
Experimente und besonders in vivo-Untersuchungen durch ChIPs können die positive 
und/oder negative Rolle von c-Myb in der mad1-Regulation klären. 
Zusätzlich konnte K. Jiang in Reportergen-Assays für PU.1 und C/EBPα eine Kooperation 
mit dem G-CSF-Signal nachweisen. So führte jeweils für PU.1 und C/EBPα eine Ko-
Transfektion des G-CSF/Rs und dessen Stimulation mit G-CSF zu einer ca. zweifachen 
Zunahme der Luciferase-Expression. Somit kann das eingangs diskutierte Modell durch in 
vitro-Experimente aufrecht erhalten werden. Stimulation des G-CSF/Rs führt zur 
Aktivierung von PU.1 und/oder C/EBPs, die wiederum an den mad1-Promotor binden und 
dessen Expression induzieren. Mad1 selber ist der eigentliche Faktor, der entscheidend ist für 
Wachstumsstopp und Differenzierung. Die nachfolgend diskutierten ChIP-Experimente 
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sollen nun in vivo eine Bindung der in vitro-ermittelten Transkriptionsfaktoren an 
spezifische DNA-Abschnitte des mad1-Promotors nachweisen. 
 
5.5   In vivo Bindung von Transkriptionsfaktoren an den humanen 
mad1-Promotor 
 
5.5.1  RNA-Pol-II bindet an den humanen mad1-Promotor 
 
Die ChIP wurde mit Antikörpern durchgeführt, die gegen den C- und N-Terminus der RNA-
Pol-II gerichtet sind. Die PCR-Analyse wurde durchgeführt, indem jeweils Primer-Paare in 
die Homologie-Box des humanen mad1-Promotors und Primer-Paare weit davon entfernt 
positioniert wurden. Es konnte so sehr spezifisch RNA-Pol-II am mad1-Promotor 
nachgewiesen werden. 5´ davon ist sie kaum, 3´ davon mit geringerer Intensität (gilt für αPol 
N20) als an der Homologie-Box nachweisbar (Abb. 4.34). An der Homologie-Box ist das 
Signal mit dem gegen den N-Terminus gerichteten Antikörper intensiver als das Signal durch 
den gegen den C-terminus gerichteten Antikörper. Dies kann durch Maskierung des C-
Terminus durch DNA-Bindung oder Bindung an andere Mitglieder der 
Transkriptionsmaschinerie erklärt werden. In der Elongationsphase der Transkription kann 
diese wieder freigegeben sein, so das weiter im 3´-Bereich die Signalintensität für beide 
Antikörper annähernd gleich ist. 
Es findet sich keine eindeutige Abhängigkeit dieses Befundes von einer G-CSF-Stimulation 
der Zellen. Die Assoziation von allgemeinen und speziellen Transkriptionsfaktoren am Core-
Promotor eines Genes mündet in der Phosphorylierung des C-Terminus der RNA-Pol-II, was 
die Aktivierung der Polymerase bedeutet. Es kann sein, dass sich am Promotor ein 
Transkriptionskomplex aus allgemeinen und auch speziellen TFs gebildet hat, in dem die 
RNA-Pol-II konstitutiv in einem inaktiven Status an den Core-Promotor gebunden ist. Dieser 
präformierte Komplex wartet nun auf das Eintreffen eines spezifischen Signals von der 
Zelloberfläche, der eine Phosphorylierung und Aktivierung der RNA-Pol-II bewirkt. 
In diesem Fall ist es sinnvoll, in zukünftigen ChIP-Experimenten zusätzlich Antikörper zu 
verwenden, die spezifisch gegen den phosphorylierten C-Terminus der RNA-Pol-II gerichtet 
sind. So kann man eventuell eine signalabhängige Aktivierung der RNA-Pol-II detektieren. 
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5.5.2   Histone am mad1-Promotor sind acetyliert 
 
Eine Modifizierung des Chromatins hat erheblichen Einfluss auf die Genregulation. Bekannte 
Modifizierungen sind eine Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung, ADP-
Ribosylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung von Histon-Proteinen. Eine Histon-
Acetylierung führt zu einer Auflockerung des Chromatins und ist mit einer Aktivierung der 
Transkription assoziiert. Eine Deacetylierung bewirkt den gegenteiligen Effekt. Das 
Chromatin kondensiert zunehmend und die Transkription wird reprimiert. 
In ChIP-Analysen mit gegen acetylierte Histone H3 und H4 gerichtete Antikörper konnte am 
humanen mad1-Promotor eine Acetylierung von Histonen gefunden werden (Abb. 4.34). 
Dies spricht für den Status aktiver Transkripition. In der klassischen ChIP-Analyse ist die 
Spezifität für bestimmte DNA-Bereiche durch die Sonifizierung eingeschränkt, so dass man 
das Acetylierungsmuster nur grob bestimmen kann. Am humanen mad1-Promotor findet 
sich ca. 2800bp oberhalb (5´) des Transkriptionsstarts keine Histon-Actylierung, etwa 
1200bp unterhalb (3´) ist das Acetylierungs-Signal sogar stärker als über der Homologie-Box 
(-386 - +25). Hier stellt sich die Frage, inwieweit eine Chromatin-Modifizierung nicht nur die 
Initiations- sondern auch die Elongationsphase der Transkription beeinflusst. Die 
Kombination des nucleosomal mappings mit der Chromatin-Immunpräzipitation kann hier 
vielleicht weiterhelfen. Man kann die Position und die Modifikationen eines einzelnen 
Nukleosoms bestimmen und untersuchen. Die Signale werden spezifischer, weil die zu 
analysierenden DNA-Fragmente etwa 150bp-lang sind. 
Wieder findet sich keine Abhängigkeit des untersuchten Parameters von einer G-CSF-
Stimulation der Zellen. Es findet sich mit den verwendeten Antikörpern keine signifikante 
Änderung des Histon-Acetylierungsstatus am humanen mad1-Promotor. Die N-Termini der 
Histone enthalten mehrere Lysine, die acetyliert werden können. Die Genregulation wird 
dadurch komplexer. Es ist nicht nur von Bedeutung, welches Nukleosom acetyliert ist, 
sondern auch wie das Acetylierungsmuster des einzelnen Nukleosoms beschaffen ist. Die 
verwendeten Antikörper αH3 und αH4 können die einzelnen Lysine nicht erkennen. Deshalb 
wird der Einsatz von Antikörpern spezifisch gegen acetylierte Histon-Lysine hier 
detailliertere Einsichten bringen können. 
Histon-Acetylierung ist nicht die einzige Modifikation. Durch Phosphorylierung, 
Methylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung stehen einer Zelle viele Möglichkeiten 
offen, nach extrazellulärer Stimulation das Chromatin zu modifizieren und somit Einfluss auf 
die transkriptionelle Genregulation zu nehmen. 
Im Fall des humanen mad1-Promotors bleibt vorerst die Frage nach einer G-CSF-induzierten 
Transkriptionsinitiation durch Chromatin-Modifizierung und –Remodeling offen. Hier sind 
weitere ChIP-Untersuchungen mit spezifischeren Antikörpern notwendig. 
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5.5.3 Keine Bindung von C/EBPβ, STAT1 und STAT3 aber von c-
Myc an den humanen mad1-Promotor 
 
In proliferierenden und zwei Stunden nach G-CSF-Stimulation differenzierenden U937-
Zellen fand sich keine Bindung der Transkriptionsfaktoren C/EBPε, STAT1 und STAT3 an 
den humanen mad1-Promotor (Abb. 4.35). Das Maximum des mad1-Signals im Northern-
Blot findet sich zwar nach etwa zwei Stunden (Abb. 4.1), es kann aber sein, dass wichtige 
regulatorische Prozesse schon viel früher stattfinden. Insbesondere für STAT-Faktoren ist 
bekannt, dass sie sehr schnell (< 2h) extrazelluläre Signale in Genexpression umsetzen.  
Um die Rolle dieser Faktoren in der mad1-Regulation befriedigend zu untersuchen, müssen 
weiterere ChIP-Analysen durchgeführt werden, die besonders die frühen Zeitpunkte nach G-
CSF-Stimulation erfassen, um nicht eine frühe Promotor-Bindung zu übersehen. Es kann 
sein, dass diese Faktoren nur kurzfristig an den Promotor rekrutiert werden, dort eine 
konstitutive Transkription initiieren und schnell wieder vom Promotor abdissoziieren. Die 
Aufrechterhaltung der Transkription und deren Beendigung kann unter Umständen durch 
andere Faktoren reguliert sein. 
Interessant ist das c-Myc-Signal am mad1-Promotor. Dies erscheint zuerst paradox, kann 
aber eventuell als negative Feedback-Regulation innerhalb des Myc/Max/Mad-Netzwerks 
verstanden werden. Eine Funktion von c-Myc als Repressor der Transkription ist mehrfach 
beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass c-Myc durch Interaktion mit Miz-1 in der Lage 
ist die mad4-Expression zu reprimieren (Kime and Wright 2002). Miz-1 ist ein Aktivator der 
Transkription und vermittelt Wachstumsstopp der Zelle. c-Myc kann an Miz-1 binden und 
dessen Effekte unterdrücken (Peukert et al. 1997; Schneider et al. 1997). Der mad1-Promotor 
enthält keine Bindestellen für Myc-Proteine (E-Box, 5´-CACGTG). Dafür befindet sich am 
Transkriptionsstart ein potentielles Initiator-Element (Abb. 4.3). TATA-Box-lose 
Promotoren, wie der mad1-Promotor, können sich durch das Vorhandensein von 
sogenannten Initiator-(Inr-) Elementen auszeichnen. Inr-Elemente können TATA-Box-
Funktion übernehmen. Miz-1 bindet an ein Inr-Element (5´-CCCACTCTGC) im p15INK4b-
Promotor. Über dieses Inr-Element kann c-Myc durch Miz-1 an den Promotor rekrutiert 
werden und dessen Expression unterdrücken (Seoane et al. 2001; Staller et al. 2001). Das 
potentielle Inr-Element im mad1-Promotor hat die Sequenz 5´-ACACTCC/G und ist dem 
Inr-Element im p15INK4b-Promotor sehr ähnlich, weicht aber sehr von der im mad4-Promotor 
ab (5´-TCAATTT). Die dargestellten Zusammenhänge könnten somit auch auf den mad1-
Promotor zutreffen und ein Nachweis von c-Myc am mad1-Promotor kann erklärt werden. 
Das c-Myc-Signal erscheint sehr schwach. Deshalb müssen zukünftige ChIP-Analysen im 
Zeitverlauf durchgeführt werden, um die Kinetik der Faktoren-Bindung auch zu frühen 
Zeitpunkten darstellen zu können. 
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5.5.4  c-Myb und Pu.1 binden in vivo an 
den humanen mad1-Promotor 
 
Für c-Myb und Pu.1 konnte in ChIP-Analysen eine Bindung an den humanen mad1-Promotor 
nachgewiesen werden. Diese Bindung ist spezifisch für die Homologie-Box (Abb.4.36). 
Durch dieses Experiment konnten erstmals zwei Faktoren nachgewiesen werden, die auch in 
vitro den mad1-Promotor transaktivieren können. Leider fehlt auch diesmal eine signifikante 
Änderung der Promotorbesetzung durch diese Faktoren nach G-CSF-Stimulation. 
Es ist bereits erwähnt worden, dass PU.1 anstelle von TBP an TATA-Box-lose Promotoren 
binden kann. In den durchgeführten ChIP-Analysen ist PU.1 sowohl in proliferierenden als 
auch in G-CSF-stimulierten Zellen in unveränderter Signalstärke an den humanen mad1-
Promotor gebunden. Eine interessante Hypothese wäre es, anzunehmen, dass Pu.1 sozusagen 
Zell-Zyklus- und Zellstadien-unabhängig den Promotor markiert. So kann schnell nach Zell-
Stimulation durch weitere Transkriptionsfaktoren der Core-Promotor erkannt werden und 
sich an ihm der vollständige Transkriptionskomplex formieren. 
c-Myb ist zwei Stunden nach G-CSF-Stimulation nur schwach an den humanen mad1-
Promotor gebunden. Die Rolle von c-Myb in der mad1-Regulation ist schon in den 
Abschnitten 4.6.1 und 5.4 diskutiert worden. Es erscheint sowohl eine positive als auch eine 
negative mad1-Regulation möglich. In vitro ist c-Myb ein mad1-Transaktivator und dieser 
Effekt kann durch G-CSF-Stimulation gesteigert werden (Abb. 4.31). Im ChIP-Experiment 
fehlt eine eindeutige G-CSF-abhängige c-Myb-Bindung an den Promotor. Um auch für c-Myb 
eine in vivo-Relevanz für die mad1-Regulation sicher nachzuweisen, ist es notwendig, 
zusätzliche ChIP-Experimente durchzuführen, die auch die frühen Zeitpunkte nach G-CSF-
Stimulation erfassen. So könnte c-Myb unmittelbar (< 2h) nach G-CSF-Stimulation an den 
Promotor binden und schnell wieder abdissoziieren, so dass das c-Myb-Signal zum Zwei-
Stunden-Zeitpunkt nur noch schwach nachweisbar ist. 
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6.  ZUSAMMENFASSUNG 
 
Der Transkriptionsfaktor Mad1 ist ein potentieller Tumorsuppressor. Innerhalb des 
Myc/Max/Mad-Netzwerks antagonisiert es die transformierenden Eigenschaften des Proto-
Onkogens c-Myc. Es ist beschrieben worden, dass Mad1 die Transformation von REFs durch 
c-Myc/Ras verhindern kann, indem es den G1/S-Übertritt blockiert. Ausserdem konnte 
gezeigt werden, dass Mad1 ein Inhibitor der Apoptose ist. Die Mitglieder des Myc/Max/Mad-
Netzwerkes sind Transkriptionsfaktoren und regulieren Gen-Expression nach Bindung an 
spezifische DNA-Sequenzen über Rekrutierung chromatin-modifizierender Faktoren. 
Prinzipiell gilt c-Myc als Aktivator und Mad1 als Repressor der Transkription. In der 
Entwicklung myeloider Zellen zeigte sich Mad1 als essentieller Faktor, dessen (funktioneller) 
Verlust in einer stark eingeschränkten und/oder verzögerten Differenzierung von 
Granulozyten und Monozyten resultiert. Dazu passt der Befund, dass mad1 in der TPA- und 
G-CSF-induzierten Differenzierung humaner monozytärer U937-Zellen hochreguliert wird. 
Es ist deshalb interessant zu erfahren, welche anderen Transkriptionsfaktoren und welche 
intrazellulären Signaltransduktionswege an der Regulation des mad1-Gens beteiligt sind. So 
lassen sich zentrale zellbiologische Prozesse wie Proliferation und Differenzierung besser 
verstehen. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein DNA-Abschnitt mit Promotor-Funktion und wichtigen 
regulatorischen Elementen identifiziert werden. Dieses Promotor-Fragment liegt wenige 
Basenpaare oberhalb des Translationsstarts, zeigt im Alignement mit der korrelierenden 
Sequenz von Maus und Ratte eine fast 70%ige Homologie und enthält zahlreiche 
Bindestellen für Transkriptionsfaktoren, deren Relevanz in der myeloiden Differenzierung in 
mehreren Untersuchungen gezeigt werden konnte. Der mad1-Promotor ist sehr GC-reich 
und enthält keine TATA-Box. Es konnte ein Transkriptionsstart des mad1-Gens bestimmt 
werden. Dieser befindet sich in der homologen Promotor-Region am 3´-Ende. 
Der Einfluss des Chromatins und seiner Modifikationen auf die Transkription ist bekannt. 
Deshalb ist es wichtig die nukleosomale Organisation in regulatorischen DNA-Bereichen 
genauer zu untersuchen. Nach dem nucleosomal mapping des mad1-Promotors und des 
ersten Exons zeigte sich, dass die zuvor identifizierte homologe Region nukleosomenfrei ist. 
Das passt gut zu anderen Befunden, die nahelegen, dass eine uneingeschränkte 
Zugänglichkeit zum Promotor eine Voraussetzung der Transkriptionsinitiation ist. Leider 
zeigten sich keine G-CSF- und TPA-abhängigen Veränderungen der nukleosomalen Struktur 
in diesem Bereich des mad1-Gens. Die Homologie-Box des mad1-Promotors ist sowohl in 
proliferierenden als auch in differenzierenden Zellen nukleosomenfrei. 
Um den Einfluss verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die mad1-Expression im Detail zu 
untersuchen, wurde der humane mad1-Promotor als Reportergen-Konstrukt kloniert und es 
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wurden von ihm Deletionsmutanten hergestellt. In darauffolgenden Reportergen-Assays 
konnten c-Myb, PU.1 und C/EBPα, β und ε als potente Transaktivatoren nachgewiesen 
werden. Im Falle von c-Myb zeigte sich darüber hinaus eine eindeutige G-CSF-Abhängigkeit. 
Die vornehmlich durch den G-CSF/R aktivierten STAT1 und STAT3 weisen aber nur ein 
geringes Transaktivierungspotential auf. 
Mit Hilfe der Chromatinimmunpräzipitation ist es möglich sehr spezifisch und sehr sensitiv 
Protein-DNA-Interaktionen in vivo zu untersuchen. So konnte am humanen mad1-Promotor 
die Bindung der RNA-Polymerase-II und des Transkriptionsfaktors PU.1 nachgewiesen 
werden, somit Befunde aus in vitro-Experimenten teilweise bestätigt werden. Zusätzlich sind 
die Histone im Promotorbereich acetyliert, deren ChIP-Signal steigt erst im Bereich der 
Homologie-Box an und reicht bis ins 1.Exon hinein. Für die anderen in vitro getesteten 
Faktoren (STAT1, STAT3, C/EBPε) wurde nach zwei Stunden G-CSF-Stimulation keine 
Bindung an den mad1-Promotor nachgewiesen. Auch zeigte sich in den ChIP-Experimenten 
keine G-CSF-abhängige Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren. 
Diese Ergebnisse belegen eindeutig die essentielle Rolle, die die identifizierte DNA-Region in 
der Regulation der mad1-Expression spielt und weisen in diesen Prozess involvierte 
Transkriptionsfaktoren nach. Diese Arbeiten werden im Rahmen einer 
naturwissentschaftlichen Doktorarbeit fortgeführt. Hier gilt es, in Reportergen-Assays die 
genauen Bindestellen für oben genannte Transkriptionsfaktoren zu definieren und deren 
Kooperativität am mad1-Promotor zu untersuchen. Ausserdem ist es wichtig, die mad1-
Expression in einen G-CSF-kontrollierten Kontext zu bringen. Mit Hilfe der 
Chromatinimmunpräzipitation sollen in vivo intrazelluläre Mechanismen untersucht werden, 
die die Bindung von Transkriptionsfaktoren an den mad1-Promotor und dessen Expression 
regulieren. Auch chromatin-modifizierende Prozesse bleiben weiterhin interessant im 
Hinblick auf die transkriptionelle mad1-Regulation. 
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7. ANHANG 
 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
AB Antibody 
Amp Ampicillin 
APS Ammonium Persulfat 
AS Aminosäure 
ATP Adenosintriphosphat 
b basische Region 
bp Basenpaar 
BPB Bromphenolblau 
BSA Bovine Serum Albumin 
CBP CREB bindendes Protein 
CDK Cyclin abhängige Kinase 
cDNA komplementäre DNA 
ChIP Chromatin-Immunopräzipitation 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DMEM Dulbecco´s Modifies Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
DOC Deoxycholat 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethlendiamintetraacetat 
FCS Fetal Calf Serum 
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor, 
 Granulozyten stimulierender Faktor 
HAT Histon-Acetyltransferase 
HDAC Histon-Deacetylase 
Hebs Hepes Buffered Saline 
HEPES  N-2-Hydroxyethyl-Piperazin-N`-2-Ethansulfonsäure 
HLH Helix-Loop-Helix 
HS Hochsalz (High salt) 
HS Horse Serum 
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HTGS High Throughput Genomic Sequence 
Ig Immunglobulin 
INR Initiator-Element 
IPTG β-D-Isopropyl-Thiogalactopyranosid 
kb Kilobasen 
kDa Kilo-Dalton 
LZ Leucin-Zipper 
MEM Modified Eagle Medium 
MNase Micrococcal Nuclease 
mRNA Boten-RNA 
NCBI National Center of Biotechnology Information 
NSM Nucleosomal Mapping 
OD optische Dichte 
ONPG o-Nitrophenylgalactopyranosid 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
Pol Polymerase 
RACE Rapid Amplification of C-terminal Ends 
RNA Ribonukleinsäure 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RT Raumtemperatur 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SID Sin3-Interaktionsdomäne 
Sp Spezifischer Primer 
STAT signal transducer and activator of transcription 
TAD Transaktivierungsdomäne 
TBP TATA-Box bindendes Protein 
Tris Tris-Hydroxymethylaminomethan 
TSA Trichostatin A 
U Einheit 
Upm (rpm) Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
UTR Untranslated Region 
v/v Volumen pro Volumen-Verhältnis 
w/v Gewicht pro Volumen-Verhältnis 
wt Wildtyp 
ZK Zellkultur 
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